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Investigation of crosstalk between
Interleukin-6 and Platelet-derived growth
factor (PDGF) and
Signal Transduction
of PDGF-Receptors
Abstract
The investigation of the molecular mechanisms that lead to the degeneration and in-
creased proliferation of cells and are thus part of oncogeny is of essential importance to
the development of new cancer therapies. For a concerted intervention the signalling
pathways involved have to be identified and their dysregulation has to be understood.
There is evidence for IL-6 type cytokines, and for the Platelet Derived Growth Factor
(PDGF) as well, to play a part in the pathogeny of different types of cancer (e.g., mul-
tiple myeloma, prostate cancer). Furthermore, IL-6 and PDGF have huge relevance
for inflammation processes (e.g., rheumatoid arthritis, mesangioproliferative glomeru-
lonephritis, atherosclerosis).
In this work, a crosstalk -mechanism between IL-6 and PDGF is particularly investi-
gated that leads to phosphorylation of the IL-6-induced feedback -inhibitor SOCS3. It
was shown in several cell lines and primary cells that this crosstalk -mechanism leads to
an enhanced STAT1 and STAT3 phosphorylation. An influence on ERK1/2-activation
was not found. Several experiments, where multiple kinase inhibitors were used for in-
stance, indicate that within the crosstalk SOCS3 phosphorylation could ensue directly
through the kinase of the PDGF receptor and not through kinases further down the
signalling pathway.
Interaction between SOCS3 and the two PDGF receptors α and β could be found in
coimmunoprecipitations. For a more detailed investigation of this interaction, peptide
precipitations with biotinylated phospho-peptides of PDGFRβ and SOCS3 were car-
ried out. The results of these experiments were not conclusive. However, preferences
for a binding of SOCS3 to the phosphotyrosine motives pY1009 and pY1021. The ami-
no acid sequence V-L-pY-T-A-V-Q-P of the phosphotyrosine motive pY1009 matches
the consensus sequence h-X-pY-h/S/T-XL/V-h-h predicted by Ho¨rtner et al. for the
binding of the SH2 domain of SOCS3.
v
SOCS3 is known as a negative regulator of the IL-6 signalling pathway. However, in
the frame of this work SOCS3 had no negative regulatory influence on the immediate
signalling molecules of the PDGFR examined here. Physiological quantities of SOCS3
did not change the activation of the signalling molecules PLCγ, ERK1/2 and Akt after
PDGF stimulation.
Furthermore, in this work the migration and proliferation of cells as biological read out
was examined in the crosstalk. Migration experiments in modified Boyden chambers
showed that both IL-6 and PDGF initiate the migration of TUR cells and VSMC.
Thereby, the VSMC migrated more strongly after PDGF stimulation than after IL-6
stimulation. In the crosstalk, the migration of the TUR cells was apparently reduced
compared to PDGF stimulation. VSMC, however, showed a strong migration after
PDGF stimulation and in the crosstalk as well. A potential difference was hard to
evaluate here.
Experiments with the thymidine analogon BrdU showed that both IL-6 and PDGF
promote proliferation in NIH 3T3 and VSMC, with PDGF being more potent. When
being simultaneously stimulated with IL-6 and PDGF proliferation of NIH 3T3 and
VSMC was reduced compared to cells treated with PDGF alone.
In order to analyse the gene expression in the crosstalk of IL-6 and PDGF in mo-
re detail and to gain clues on genes or gene products of interest in this context, a
PIQORTM Immunology Microarray was done. For this purpose, primary human der-
mal fibroblasts (HDFs) are used. The results of the Microarray show numerous genes
that are regulated up or down in the crosstalk. Among those are many chemokines
and transcription factors. The expression of some interesting genes was validated with
the help of a real-time RT-PCR and the results of HDFs from different donors were
compared with each other.
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1 Einleitung
1.1 Das Zytokin IL-6
Interleukin-6 (IL-6) geho¨rt zu der großen Gruppe der Zytokine, die ihre Wirkung im
Gegensatz zu Hormonen u¨ber Distanzen von wenigen Mikrometern entweder parakrin
oder autokrin entfalten. Zytokine spielen eine wichtige Rolle bei der interzellula¨ren
Kommunikation und regulieren Wachstum und Differenzierung zahlreicher Zellen. Da
Zytokine auf viele verschiedene Zielzellen einwirken ko¨nnen, bezeichnet man sie als
pleiotrop. Sie ko¨nnen die Wirkung anderer Zytokine auf additive, synergistische oder
antagonistische Art und Weise beeinflussen. Zytokine ko¨nnen nach ihren biologischen
Fuktionen und anhand ihrer Rezeptoren in Wachstumsfaktoren, Chemokine, Interfe-
rone und Interleukine eingeteilt werden.
Interleukine besitzen vielfa¨ltige Aufgaben in der Regulation der Immunabwehr, der
Entzu¨ndungsreaktion, der Ha¨matopoese und der Apoptose. Bisher sind 35 verschie-
dene Interleukine bekannt. Innerhalb der Interleukine bilden die IL-6-Typ-Zytokine
eine Untergruppe. Zu dieser Familie geho¨ren IL-6, Interleukin-11 (IL-11), Interleukin-
27 (IL-27), leukemia inhibitory factor (LIF), oncostatin M (OSM), ciliary neurotro-
phic factor (CNTF), cardiotrophin-1 (CT-1), cardiotrophin-like cytokine (CLC) und
Neuropoetin (NP). Faktoren dieser Familie nutzen das ubiquita¨r exprimierte Glyko-
protein gp130 als signaltransduzierende Rezeptoruntereinheit. Sie weisen eine gemein-
same dreidimensionale Struktur aus vier antiparallel in einem Bu¨ndel angeordneten
α-Helices auf. Die IL-6-Typ-Zytokine sind an der Akutphase-Reaktion des Ko¨rpers,
an der Ha¨matopoese, der Differenzierung und dem Wachstum von B- und T-Zellen
sowie an der neuronalen Differenzierung beteiligt (Heinrich et al., 2003).
An der Entdeckung von IL-6 arbeiteten einige Forschergruppen unabha¨ngig vonein-
ander. 1986/87 wurde schließlich gezeigt, dass es sich bei Interferon-β2, B-cell stimu-
latory factor -2, hybridoma plasmacytoma growth factor und dem 26 kDa Protein um
ein und dasselbe Polypeptid handelt, welches schließlich Interleukin-6 genannt wur-
de. Interleukin-6 kann als Hepatozyten-stimulierender Faktor Akutphase-Reaktionen
in der Leber auslo¨sen (Heinrich, Castell und Andus, 1990). Es kann die Differenzie-
rung von B-Zellen zu Antiko¨rper-produzierenden Plasmazellen stimulieren und das
Wachstum und die Differenzierung von T-Zellen zu zytotoxischen T-Zellen induzieren
(Hirano et al., 1986) (Okada et al., 1988). Außerdem kann IL-6 synergistisch mit IL-
3 die Bildung von ha¨matopoetischen Stammzellen bewirken, sowie ha¨matopoetische
Stammzellen, Makrophagen und Megakaryozyten differenzieren (Ikebuchi et al., 1987)
(Koike et al., 1988) (Mitani et al., 2000).
1
1 Einleitung
Pathophysiologisch spielt IL-6 bei der Entstehung verschiedener entzu¨ndlicher Erkran-
kungen wie z.B. Rheumatoider Arthritis, entzu¨ndlichen Darmerkrankungen, Multipler
Sklerose und Arteriosklerose eine Rolle (Madhok et al., 1993) (Akira, Taga und Kishi-
moto, 1993) (Schieffer et al., 2004). Es gibt allerdings auch Hinweise auf eine Funktion
in der Tumorgenese. Hier sind unter anderem Plasmozytom/Multiples Myelom und
Prostatakrebs zu nennen (Zhang, Klein und Bataille, 1989) (Twillie et al., 1995).
1.1.1 Der IL-6-Rezeptorkomplex
Zytokine binden an spezifische Rezeptoren auf der Oberfla¨che ihrer Zielzellen. Bei den
Rezeptoren der IL-6-Typ-Zytokine handelt es sich um Typ-I-Membranproteine, die
eine Transmembrandoma¨ne und einen extrazellula¨r orientierten N-Terminus besitzen
(Bazan, 1990). Außerdem za¨hlen sie zur Klasse I der Zytokinrezeptoren, die keine in-
trinsische Kinaseaktivita¨t besitzen und deren extrazellula¨re Doma¨ne mindestens ein
zytokinbindendes Modul (ZBM) aus zwei Fibronektin-a¨hnlichen Doma¨nen enthalten.
In der N-terminalen Fibronektin-a¨hnlichen Doma¨ne befinden sich vier konservierte
Cysteine und in der C-terminalen ein WSXWS-Motiv.
Ein signalkompetenter IL-6-Rezeptorkomplex besteht aus zwei IL-6-Moleku¨len, zwei α-
Rezeptoren (IL-6Rα, CD126) und zwei β-Rezeptoren (gp130, CD130) als Signaltrans-
duktor-Untereinheiten (Boulanger et al., 2003). Es handelt sich also um einen hexame-
ren Komplex, ein Dimer aus zwei Trimeren. Durch den α-Rezeptor wird die Spezifita¨t
fu¨r das Zytokin determiniert. Es handelt sich um ein Polypeptid von 80 kDa (gp80),
welches sowohl in membransta¨ndiger als auch in lo¨slicher Form vorkommen kann.
Der membransta¨ndige α-Rezeptor besitzt im Gegensatz zum lo¨slichen eine kurze zy-
toplasmatische Region. Nach Bindung des Liganden IL-6 kommt es zur Assoziation
mit gp130. Durch die Ausbildung des hexameren Komplexes und die damit verbunde-
ne Dimerisierung zweier gp130 Untereinheiten wird die Signaltransduktion ausgelo¨st
(Muramkami et al., 1993).
Der lo¨sliche IL-6Rα entsteht in vivo entweder durch limitierte Proteolyse (shedding)
oder durch alternatives splicing (Mullberg et al., 1993) (Heinrich et al., 1998). Er
kann nach Bindung von IL-6 die signaltransduzierenden gp130 Untereinheiten eben-
falls dimerisieren und aktivieren und somit agonistisch wirken. Der zytoplasmatisch
Teil des IL-6Rα ist demnach nicht essentiell fu¨r die Rezeptor-Komplexbildung und
die Signaltransduktion. Diesem Teil des Rezeptors wird allerdings eine Funktion im
basolateralen Transport des Rezeptors in polaren Zellen zugeschrieben (Martens et al.,
2000). Im Gegensatz zu gp130 wird der α-Rezeptor zelltypspezifisch exprimiert.
1.1.2 Die IL-6-Signaltransduktion
Zytokine lo¨sen in ihren Zielzellen eine Signalkaskade aus, die von den Rezeptoren auf
der Zelloberfla¨che bis hinein in den Zellkern reicht. Nach Stimulation mit Interleukin-6
erfolgt die intrazellula¨re Signalweiterleitung u¨ber den sogenannten Jak (Januskina-
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se)/STAT (signal transducer and activator of transcription)-Weg (Heinrich et al.,
1998). Durch Bindung von IL-6 kommt es zur Multimerisierung der Rezeptorketten
und zur Aktivierung von Tyrosin-Kinasen der Janusfamilie (Jaks). Diese sind kon-
stitutiv im Box1/2-Bereich des Rezeptors gp130 assoziiert und kompensieren dessen
fehlende intrinsische Kinaseaktivita¨t (Haan et al., 2000). Die Janusfamilie beinhaltet
die Kinasen Jak1, Jak2, Jak3 und Tyk2, von denen Jak1 eine bedeutende Funktion in
der IL-6-Signaltransduktion besitzt (Guschin et al., 1995) (Rodig et al., 1998).
Abbildung 1.1: Doma¨nenstruktur der Janus-Kinasen
Dargestellt ist die FERM (abgeleitet von den Proteinen band four-point-one protein, Ez-
rin, Radixin und Moesin)-, die SH2 (Src homology 2 )-, die Pseudokinase-, und die Kina-
sedoma¨ne mit zwei Tyrosinen (Y). Angegeben sind außerdem die sieben Janus Homologie
Regionen (JH1-JH7).
Die Januskinasen sind aus sieben Janus Homologie (JH)-Regionen (JH1–JH7) auf-
gebaut, die vier Proteindoma¨nen ausbilden. Am C-Terminus befindet sich die Kinase-
Doma¨ne (JH1) mit zwei benachbarten Tyrosinen, die im aktiven Zustand der Kina-
se phosphoryliert sind. Im Anschluss daran befindet sich die Pseudokinase-Doma¨ne
(JH2), die keine Kinaseaktivita¨t, sondern eine regulatorische Funktion besitzt (O’Shea,
Gadina und Schreiber, 2002). Nach einer SH2 (Src homology 2 )-Doma¨ne folgen die
N-terminalen Doma¨nen JH4–JH7, die fu¨r die Interaktion mit dem Rezeptor gp130
essentiell sind (Haan et al., 2001). Hierbei handelt es sich um eine sogenannte FERM-
Doma¨ne, abgeleitet von den Proteinen band four-point-one protein, Ezrin, Radixin und
Moesin, die diese Doma¨ne ebenfalls besitzen.
Die Januskinasen werden nach Rezeptordimerisierung durch Autophosphorylierung
aktiviert. Im aktiven Zustand phosphorylieren sie Tyrosinreste im zytoplasmatischen
Teil des Rezeptors gp130. Von den sechs Tyrosinen Y683, Y759, Y767, Y814, Y905
und Y915 dienen die fu¨nf membran-distalen nach Phosphorylierung als Bindungsstelle
fu¨r Signalmoleku¨le.
Eine besondere Bedeutung haben hier die Proteine der STAT-Familie. Von diesen
Transkriptionsfaktoren sind sieben Proteine bekannt (STAT1, STAT2, STAT3, STAT4,
STAT5a, STAT5b, und STAT6), von denen STAT1 und STAT3 in der IL-6-Signaltrans-
duktion fungieren (Heinrich et al., 1998).
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Abbildung 1.2: Doma¨nenstruktur der STAT-Faktoren
Dargestellt sind die N-terminale Doma¨ne (N), die coiled coil -Region, die DNA-
Bindedoma¨ne, der Linker, die SH2 (Src homology 2 )-, und die Transaktivierungsdoma¨ne.
Wichtige AS sind mit Y (Tyrosin) und S (Serin) angegeben.
Die Bindung der STAT-Faktoren an den Rezeptor erfolgt u¨ber eine Interaktion
zwischen der SH2-Doma¨ne der Transkriptionsfaktoren und einem von vier membran-
distalen Phosphotyrosinmotiven YXPQ und YXXQ in gp130 (Greenlund et al., 1994)
(Stahl et al.,1995) (Heim et al., 1995) (Hemmann et al., 1996) (Gerhartz et al., 1996).
Die STAT-Faktoren werden anschließend selbst an einem Tyrosinrest (Y701 im STAT1
und Y705 im STAT3 (Shuai et al., 1993) phosphoryliert, verlassen den Rezeptorkom-
plex und bilden mit Hilfe ihrer SH2-Doma¨nen Homo- oder Heterodimere (STAT1/1,
STAT3/3, STAT1/3) (Shuai et al., 1994). Diese Dimere translozieren in den Zellkern
und binden mit Hilfe einer DNA-Binde-Doma¨ne an enhancer -Elemente verschiedener
IL-6 responsiver Gene, deren Transkription sie beeinflussen. Neben der Tyrosinphos-
phorylierung wurde auch eine Serinphosphorylierung der STAT-Faktoren beschrieben.
Diese gilt einerseits als notwendig fu¨r die Transaktivierung der STAT-Faktoren (Abe
et al., 2001) (Uddin et al., 2002) (Haq et al., 2002), andererseits kann sie sich auch
hemmend auf die STAT-DNA-Bindung und die transkriptionelle Aktivita¨t auswirken
(Jain et al., 1999).
Neben dem beschriebenen Jak/STAT-Weg aktiviert IL-6 u¨ber gp130 auch die MAPK
(mitogen-activated protein kinase)-Kaskade. Dies erfolgt u¨ber die Tyrosinphosphatase
SHP-2, die an das phosphorylierte Tyrosin 759 im gp130 bindet und selbst phosphory-
liert wird ( (Stahl et al.,1995);Schaper et al. (1998)). Die phosphorylierte SHP-2 rekru-
tiert als Adapterprotein den Grb2(growth factor receptor-bound protein 2 )/SOS(son
of sevenless)-Komplex u¨ber die SH2-Doma¨ne von Grb2 an die Membran (Schiemann et
al., 1997) (Holgado-Madruga et al., 1996). Der Nukleotid-Austauschfaktor SOS konver-
tiert das inaktive membrangebundene Ras-GDP zu aktivem Ras-GTP, was schließlich
zur Aktivierung der Ras/Raf/MAPK-Kaskade fu¨hrt. Es ist außerdem eine Beteiligung
des Adapter-Proteins Gab1 im IL-6-induzierten MAPK-Signalweg beschrieben worden
(Takahashi-Tezuka et al., 1996).
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Abbildung 1.3: IL-6-induzierte Signaltransduktion
Dargestellt ist die Bildung eines hexameren Komplex aus IL-6, Liganden-bindendem IL-
6Rα und Signal-transduzierendem gp130 und die nachfolgende Signalweiterleitung u¨ber
den Jak/STAT-Signalweg (Mitte) und die MAPK-Signalkaskade (links), die im Text ge-
nauer erkla¨rt sind. Tyrosine sind mit Y und Phosphatgruppen mit P gekennzeichnet.
Transkriptionsfaktoren sind mit TF abgeku¨rzt.
1.1.3 Die Regulation des IL-6-Signalweges
Um eine unkontrollierte Aktivierung von Zellen zu verhindern, muß die Termina-
tion einer Signalkaskade ebenso genau kontrolliert werden wie ihre Initiation. Auf
eine Zytokin-Stimulation reagieren Zellen ha¨ufig nur transient. Mehrere Ru¨ckkopp-
lungsmechanismen da¨mpfen oder unterbinden die Signaltransduktion bei andauernder
Zytokin-Pra¨senz. Eine Mo¨glichkeit Signale abzuschalten besteht in der Dephosphory-
lierung von Proteinen. Fu¨r den IL-6-Signalweg wurden neben den Phosphatasen PTP,
PTP1B, CD45 und TCPTP die Tyrosinphosphatase SHP-2 beschrieben, die im IL-6-
Signalweg nicht nur als Adapter, sondern auch als Negativ-Regulator fungieren kann
(Tanuma et al., 2001) (Myers et al., 2001) (Irie-Sasaki et al., 2001) (Yamamoto et al.,
2002) (Lehmann et al., 2003).
Des Weiteren wurden konstitutiv exprimierte Inhibitoren gefunden, die direkt mit den
5
1 Einleitung
dimeren STAT-Faktoren interagieren und deren DNA-Bindung verhindern. Hierbei
handelt es sich um sogenannte PIAS (protein inhibitors of activated STATs). PIAS1
interagiert mit STAT1 und PIAS3 mit STAT3 (Liu et al., 1998; Chung et al., 1997).
Eine besondere Bedeutung fu¨r die negative Regulation des IL-6-Signalweges haben
die feedback Inhibitoren der SOCS (suppressor of cytokine signaling)-Familie (Starr et
al., 1997). Diese Faktoren werden von Interleukinen selbst als immediate early genes
induziert.
Die SOCS-Familie besteht aus acht Proteinen, SOCS1–7 und CIS (cytokine-inducible
SH2 domain-containing protein). SOCS-Proteine werden in unstimulierten Zellen sehr
schwach oder gar nicht exprimiert. Ihre Expression wird als Antwort auf eine Rei-
he von Zytokinen, Wachstumsfaktoren, Hormonen und Lipopolysacchariden (LPS)
mittels STAT-Faktoren induziert. In U¨berexpressionssystemen und knockout-Studien
wurden SOCS1 und SOCS3 als potente Inhibitoren des IL-6 Signalweges identifiziert.
Alle SOCS-Proteine zeigen eine a¨hnliche dreiteilige Struktur. Sie besitzen eine zentrale
SH2-Doma¨ne, die fu¨r die Substratbindung bedeutend ist, da sie Phosphotyrosinmotive
erkennt. Diese Doma¨ne wird von einer variablen N-terminalen und einer konservierten
C-terminalen Doma¨ne, der sogenannten SOCS-Box flankiert. Die N-terminale Regi-
on entha¨lt die ESS (extended SH2 subdomain), die ebenfalls zur Interaktion mit dem
Substrat beitra¨gt (Babon et al., 2006). SOCS1 und SOCS3 besitzen neben der ESS
noch eine KIR (kinase inhibitory region) im N-Terminus. Mit Hilfe dieser Region, die
ein Pseudosubstrat fu¨r die Substratbindungstasche der Jaks darstellt, ko¨nnen SOCS1
und SOCS3 diese Kinasen inhibieren (Sasaki et al., 1999). SOCS1 bindet direkt an den
phosphorylierten Aktivierungsloop von Jak2. SOCS3 besitzt dagegen nur eine schwa-
che Affinita¨t zu Jak2 und bindet statt dessen in direkter Na¨he zur Kinase an den
Rezeptor (Giordanetto und Kroemer, 2003).
Abbildung 1.4: Doma¨nenstruktur von SOCS3
Dargestellt sind die KIR (kinase inhibitory region)-, die ESS (extended SH2 subdomain)-,
die SH2 (Src homology 2 )-Doma¨ne, die PEST-Sequenz und die SOCS-Box. Bei der PEST-
Sequenz handelt es sich um eine Peptid-Sequenz, die reich an Prolin (P), Glutaminsa¨ure
(E), Serin (S) und Threonin (T) ist und als Signalpeptid fu¨r die Proteindegradierung dient
(Rogers, Wells und Rechsteiner, 1986).
Im Rahmen der IL-6-Signaltransduktion bindet SOCS3 an das phosphorylierte Ty-
rosin 759 in gp130, welches ebenfalls eine Rekrutierungsstelle fu¨r SHP-2 darstellt
(Schmitz et al., 2000) (Nicholson et al., 2000). Die beiden negativ regulatorischen
Proteine scheinen jedoch unabha¨ngig voneinander am Abschalten des Signalwegs be-
teiligt zu sein.
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Neben der Inhibierung der Jaks u¨ber die KIR, ko¨nnen SOCS-Proteine die Zytokinsi-
gnalwege noch u¨ber zwei weitere Mechanismen regulieren. Einerseits ko¨nnen SOCS-
Proteine mit Signalmoleku¨len um eine Bindungsstelle des aktivierten Rezeptors kon-
kurieren. Bindet CIS u¨ber seine SH2-Doma¨ne an ein Phosphotyrosin des Rezeptors,
so ist diese Bindungsstelle fu¨r andere Signalmoleku¨le wie z.B. STAT-Faktoren besetzt
(Ram und Waxman, 1999).
Andererseits ko¨nnen SOCS-Proteine als E3 Ubiquitin-Ligase fungieren und im Zusam-
menspiel mit einem E1 Ubiquitin-aktivierenden und einem E2 Ubiquitin-konjugieren-
dem Enzym spezifische Substrate ubiquitinieren, die in Folge dessen u¨ber 26S Proteaso-
men abgebaut werden. Generell ko¨nnen Proteine mit einer SOCS-Box oder einer Elon-
gin BC-Box, zu denen neben den Proteinen der SOCS-Familie auch das Von Hippel-
Lindau (VHL) Tumorsuppressorprotein za¨hlt, einen Komplex vom Elongin B/C-Cullin
2/5-SOCS box (ECS)-Typ bilden (Kamura et al., 2000) (Kile et al., 2002). VHL inter-
agiert in diesem Komplex mit den Adapterproteinen Elongin B und C, Cullin 2 und
dem RING-Finger Protein Rbx1. SOCS3 bildet den Komplex dagegen mit Elongin B,
Elongin C, Cullin 5 und Rbx2.
Im Fall von SOCS3 erfolgt die Substraterkennung u¨ber die SOCS-Box. Elongin C bin-
det an die sogenannte BC-Box innerhalb der SOCS Box, dimerisiert mit Elongin B
und interagiert mit Cullin 5 (Zhang et al., 1999). Die Bindung von Cullin wird u¨ber
ein Cullin Box Motiv in SOCS unterstu¨tzt. Cullin rekrutiert letztendlich das RING-
Finger Protein Rbx2, welches den Kontakt zum E2 Ubiquitin-konjugierenden Enzym
herstellt.
In Kooperation mit einem E1- und einem E2-Enzym ko¨nnen SOCS-Proteine im E3-
Komplex die Halblebenszeit vieler Proteine regulieren. Der Guanin-Nucleotidaustausch-
faktor VAV, IRS (insulin receptor substrate) 1 und 2, Jak2 und das Onkogen TEL-Jak2
ko¨nnen u¨ber SOCS1 ubiquitiniert und degradiert werden (Ungureanu et al., 2002) (Ka-
mizono et al., 2001) (Rui et al., 2002). SOCS3 kann dagegen den Abbau von IRS2,
CD33 und Siglec 7 forcieren (Rui et al., 2002) (Orr et al., 2007).
Im Gegensatz zu den anderen Mitgliedern der SOCS-Familie wurden fu¨r SOCS1 und
SOCS3 posttranslationale Modifikationen gefunden. Fu¨r SOCS1 wurde eine Serinphos-
phorylierung durch die Serin/Threonin-Kinase Pim gezeigt, was zur Stabilisierung von
SOCS1 fu¨hrt (Chen et al., 2002). SOCS3 wird nach Stimulation verschiedener Zellen
mit IL-2, EPO, EGF und PDGF and zwei Tyrosinresten (Y204 und Y221) in der
SOCS-Box phosphoryliert. Nach Insulin-Stimulation wurde eine Phosphorylierung des
Tyrosinrests Y204 gefunden.
1.2 Der Wachstumsfaktor PDGF
Platelet-derived growth factors (PDGFs) und ihre Rezeptoren (PDGFRs) sind die
Prototypen fu¨r Wachstumsfaktoren und Rezeptortyrosinkinasen (RTK) vom Typ III.
PDGF wurde vor mehr als dreißig Jahren als Wachstumsfaktor fu¨r Fibroblasten, glat-
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te Muskelzellen und Gliazellen entdeckt (Kohler und Lipton, 1974) (Ross et al., 1974)
(Westermark und Wasteson, 1976). Damals wurde PDGF aus Blutpla¨ttchen isoliert.
Heute weiß man, dass die α-Granula der Blutpla¨ttchen zwar der Hauptspeicherort fu¨r
PDGF sind, viele andere Zelltypen aber ebenfalls PDGF synthetisieren.
Urspru¨nglich wurde PDGF als Dimer aus zwei unterschiedlichen Polypeptidketten, A
und B, identifiziert, die u¨ber eine Disulfidbru¨cke verbunden sind.
Eine Polypeptidvorstufe von PDGF-B wird vom Protoonkogen c-sis codiert, welches
aus dem retroviralen Homolog v-sis des Simian sarcoma virus (SSV) entstand (Johns-
son et al., 1984).
PDGF und PDGF-Rezeptoren spielen besonders in der Entwicklung von Plazenta und
Embryo, in der Organgenese, der Wundheilung und der Bildung neuer Blutgefa¨ße eine
Rolle.
Komplette knockouts in Sa¨ugetieren sind schon im Embryonalstadium oder kurz nach
der Geburt letal. Das zeigt die essentielle Bedeutung dieses Wachstumsfaktors.
1.2.1 PDGF-Liganden und -Rezeptoren
Die beiden Polypeptidketten PDGF-A und PDGF-B, die von den beiden Genen PDGF-
A und PDGF-B codiert werden, ko¨nnen sowohl Hetero- (PDGF-AB) als auch Homodi-
mere (PDGF-AA und PDGF-BB) bilden (Heldin und Westermark, 1999). Mittlerweile
werden dieser PDGF-Familie noch zwei weitere Gene und deren Proteinprodukte zuge-
rechnet. Hierbei handelt es sich um PDGF-C (Li et al., 2000) und PDGF-D (Bergsten
et al., 2001), die ausschließlich Homodimere bilden.
Die PDGFs werden mit den vascular endothelial growth factors (VEGF) in einer Fa-
milie zusammengefasst, da sie alle eine zentrale hoch konservierte Wachstumsfaktor-
doma¨ne besitzen. Diese entha¨lt konservierte Cysteinreste, die unter anderem das so-
genannte Cystein knot Motif darstellen und fu¨r die Ausbildung von inter- und intra-
molekularen Cysteinbru¨cken verantwortlich sind. Die Wachstumsfaktordoma¨ne ist fu¨r
die Bindung an den Rezeptor notwendig und gleichzeitig ausreichend.
PDGF-A und PDGF-B werden als Propeptide gebildet, deren N-Terminus zuna¨chst
intrazellula¨r entfernt werden muß, bevor sie als aktive Form sekretiert werden und eine
Rezeptor-Bindung stattfinden kann. PDGF-C und -D mu¨ssen dagegen nicht intrazel-
lula¨r prozessiert werden. Sie werden direkt sekretiert, sind allerdings aufgrund ihrer
N-terminalen CUB (complement subcomponents C1r/C1s, Uegf, and bone morphoge-
nic protein 1 )-Doma¨ne zuna¨chst inaktiv (Fredriksson et al., 2004). Die CUB-Doma¨ne
ist u¨ber eine hinge-Region mit der Wachstumsfaktordoma¨ne verbunden und kann pro-
teolytisch durch extrazellula¨re Proteasen entfernt werden.
PDGF wird von einer Vielzahl von Zellen synthetisiert. Beispiele sind Fibroblasten,
Keratinozyten, VSMC (vascular smooth muscle cells) und Makrophagen. Die Synthese
erfolgt ha¨ufig als Antwort auf extrazellula¨re Signale wie geringe Sauerstoffversorgung,
Thrombin, andere Wachstumsfaktoren oder Zytokine.
PDGFs signalisieren u¨ber zwei verschiedene Rezeptortyrosinkinasen (RTK), den PDGF-
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Rα und den PDGFRβ. Es handelt sich um Transmembranproteine von 170–180 kDa,
die N- und O-glycosyliert sind. Beide Rezeptoren besitzen fu¨nf extrazellula¨re Immun-
globulin(Ig)-a¨hnliche Doma¨nen, von denen die drei N-terminalen Disulfidbru¨cken aus-
bilden. Die zweite Ig-a¨hnliche Doma¨ne ist fu¨r die Ligandenbindung und die vierte Ig-
a¨hnliche Doma¨ne ist fu¨r die Rezeptordimerisierung verantwortlich. Intrazellula¨r folgt
nach der hydrophoben Transmembrandoma¨ne eine Juxtamembrandoma¨ne und schließ-
lich die Tyrosinkinase-Doma¨ne. Die Kinase-Doma¨ne ist durch einen hydrophilen nicht-
katalytischen Aminosa¨urebereich, der vermutlich bei der Substrat-Spezifita¨t eine Rolle
spielt, zweigeteilt (Williams, 1989).
Abbildung 1.5: PDGF/PDGFR Interaktionen
Dargestellt sind die Bindungen der bekannten PDGF-Liganden -AA, -BB, -AB, -CC und
-DD an die PDGF-Rezeptoren, die aus Homo- oder Heterodimeren der α- und β-Ketten
bestehen. Bei den Rezeptoren erkennt man die fu¨nf Immunglobulin-a¨hnlichen Doma¨nen
extrazellula¨r und die zweiteilige Kinasedoma¨ne intrazellula¨r. Im linken Teil der Abbil-
dung sind die Interaktionen dargestellt, die in vitro gefunden wurden und im rechten Teil
Interaktionen, die in vivo nachgewiesen wurden. Gestrichelte Linien markieren schwa-
che Interaktionen oder widerspru¨chliche Forschungsergebnisse. aus: (Andrae, Gallini und
Betsholtz, 2008)
Die PDGF-Rezeptoren ko¨nnen ebenfalls sowohl Hetero- als auch Homodimere bil-
den. Es gibt allerdings experimentelle Hinweise, dass in vivo eher die Homodimere eine
Rolle spielen (Andrae, Gallini und Betsholtz, 2008)(siehe Abbildung 1.5). Theoretisch
gibt es eine Vielzahl von Interaktionsmo¨glichkeiten zwischen den PDGF-Liganden und
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den PDGF-Rezeptoren (Heldin und Westermark, 1999). PDGF-BB kann an den he-
terodimeren und an die beiden homodimeren Rezeptoren PDGFRα und PDGFRβ
binden. PDGF-AA bindet ausschließlich an den homodimeren α-Rezeptor. PDGF-
AB bindet an den homodimeren α-Rezeptor und an das Heterodimer aus α- und
β-Rezeptor. PDGF-CC bindet an den homodimeren PDGFRα, PDGF-DD an den ho-
modimeren PDGFRβ und beide Liganden sind in der Lage, mit dem heterodimeren
Rezeptor zu interagieren. In vivo konnte bisher allerdings nur die Interaktion zwischen
PDGF-AA und PDGF-CC mit dem α-Rezeptor und PDGF-BB mit dem β-Rezeptor
belegt werden.
Die klassischen Zielzellen fu¨r PDGF, Fibroblasten und VSMC, exprimieren den α- und
den β-Rezeptor, wobei der β-Rezeptor in gro¨ßerer Zahl gebildet wird. Es gibt aller-
dings auch Zelltypen, die ausschließlich den α- (Leberendothelzellen, Astrozyten und
Blutpla¨ttchen) oder den β-Rezeptor (kapillare Endothelzellen, T-Zellen und Makro-
phagen) exprimieren (Heldin und Westermark, 1999). Die Rezeptorexpression auf der
Zelloberfla¨che wird wie die Expression des Liganden u¨ber externe Signale reguliert.
1.2.2 PDGFR-induzierte Signalwege
Dimere PDGF-Liganden binden simultan an zwei PDGF-Rezeptoren, die daraufhin
ebenfalls dimerisieren. Nach Dimerisierung der PDGF-Rezeptoren kommt es durch Au-
tophosphorylierung (reziproke Transphosphorylierung der Rezeptorprotomere) zur Ak-
tivierung der Rezeptortyrosinkinasen und Phosphorylierung von Tyrosinresten (Kel-
ly et al., 1991). Phosphorylierte Tyrosine der intrazellula¨ren Doma¨nen des Rezep-
tors fungieren als neue Bindungsstellen fu¨r intrazellula¨re Signalmoleku¨le (Kazlauskas
und Cooper, 1989), die ha¨ufig selbst Substrat fu¨r die RTK sind. Die meisten dieser
Signalmoleku¨le binden u¨ber ihre SH2-Doma¨nen, seltener u¨ber PTB (phosphotyrosin
binding)-Doma¨nen an den Rezeptor. Sie besitzen selbst enzymatische Aktivita¨t oder
stellen sogenannte Adapterproteine dar, die ha¨ufig mit anderen Enzymen interagieren.
Jedes dieser Signalmoleku¨le generiert nach Aktivierung ein spezifisches Signal, welches
zu einer charakteristischen biologischen Antwort der Zelle fu¨hrt.
PDGFRα und PDGFRβ signalisieren u¨ber einige gut charakterisierte Signalwege, bei
denen Ras-MAPK, PI3K und PLC-γ die Haupt-Effektoren darstellen.
Die MAPK-Kaskade wird dabei hauptsa¨chlich u¨ber das Adapterprotein Grb2 aktiviert,
welches im Komplex mit dem Nukleotid-Austauschfaktor SOS inaktives Ras-GDP zu
aktivem Ras-GTP konvertiert und in Folge dessen die Serin/Threonin Kinase Raf ak-
tiviert. U¨ber die Aktivierung der MAPKinasen und die folgende Transkription fru¨her
Wachstumsgene wie z.B. c-myc und c-fos kann PDGF Zellwachstum, Differenzierung
und Migration auslo¨sen (Seger und Krebs, 1995). Die Interaktion zwischen Grb2 und
dem PDGFR erfolgt entweder direkt oder indirekt u¨ber Shc oder SHP-2 (Heldin und
Westermark, 1999).
Die Phosphatidylinositol 3’-Kinase (PI3K), die aus der regulatorischen Untereinheit
p85 und der katalytischen Untereinheit p110 besteht, bindet u¨ber eine SH2-Doma¨ne in
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p85 an Phosphotyrosine des Rezeptors und wird selbst phosphoryliert. Es kommt zur
Bildung von PIP3 (Phosphatidylinositol-3,4,5-Triphosphat) aus PIP2 (Phosphatidyl-
inositol-4,5-Biphosphat). U¨ber die nachfolgenden Serin/Threonin Kinasen Akt/PKB
und PKC kommt es unter anderem zur Umorganisation des Aktinskeletts, zum Zell-
wachstum und zur Inhibierung der Apoptose (Burgering und Coffer, 1995) (Franke et
al., 1995) (Hu et al., 1995).
Phospholipase C-γ (PLC-γ) katalysiert die Hydrolyse von PIP2 zu IP3 (Inositol-1,4,5,-
Triphosphat) und DAG (Diacylglycerol). Durch diese sogenannten second mesanger
kommt es innerhalb der Zelle zur Freisetzung von Ca2+-Ionen aus internen Speichern
und zur Aktivierung der Protein Kinase C (Berridge, 1993). Dadurch werden Wachs-
tum und Migration der Zelle ausgelo¨st (Kundra et al., 1994).
Es konnte außerdem gezeigt werden, dass STAT1, STAT3, und STAT5 mit dem PDGF-
Rβ und etwas schwa¨cher mit dem PDGFRα interagieren (Heldin, O¨stman und Ro¨nn-
strand, 1998). Ob es allerdings eine funktionelle Bedeutung von STATs im PDGF-
Signalweg gibt, ist nicht klar.
Neben den genannten Moleku¨len der Hauptsignalwege ko¨nnen noch viele weitere En-
zyme, Adapterproteine und Transkriptionsfaktoren an den PDGFR binden. Beispiele
sind die Kinasen der Src-Familie, die Adapterproteine Nck, Crk, Shc, Grb2 und Grb7,
die Phosphatase PTEN (phosphatase and tensin homolog) sowie Komponenten des Zy-
toskeletts (Heldin und Westermark, 1999). Dabei ko¨nnen sich PDGFRα und PDGFRβ
sowohl in der Bindungsstelle fu¨r die Signalmoleku¨le als auch in den Signalmoleku¨len
selbst unterscheiden. Dadurch differieren die beiden Rezeptoren teilweise in der Sta¨rke
und der Art der induzierten biologischen Antwort.
1.2.3 Kontrollmechanismen im PDGFR-Signalweg
Die katalytische Aktivita¨t und die Spezifita¨t der einzelnen RTK wird durch verschie-
dene Kontrollmechanismen stringent reguliert. Einen Beitrag leistet hier die zellspe-
zifische Expression der Rezeptoren und Liganden, sowie die Aktivierung individueller
Signalwege. Die katalytische Aktivita¨t kann u¨ber die Konformation der Juxtamem-
brandoma¨ne gesteuert werden, die eine ligandenunabha¨ngige Dimerisierung der Re-
zeptoren sterisch verhindert (Hubbard, 2004).
Auch beim PDGFR-Signaling spielen feedback Kontrollmechanismen eine wichtige
Rolle. Die Balance zwischen stimulierenden und inhibierenden Signalen entscheidet
letztendlich u¨ber die Antwort der Zelle (Heldin, O¨stman und Ro¨nnstrand, 1998).
Ein Regulator des PDGFR ist die ubiquita¨r exprimierte Tyrosin-Phosphatase SHP-2,
die u¨ber eine SH2-Doma¨ne an den Rezeptor bindet und phosphoryliert wird. In Folge
dessen kann der Rezeptor und seine gebundenen Signalmoleku¨le dephosphoryliert und
damit inaktiviert werden (Lechleider et al., 1993) (Lechleider et al., 1993).
Die MAPK-Kaskade kann beim PDGFRβ u¨ber Ras-GAP (GTPase activating prote-
in) negativ reguliert werden, indem Ras-GTP wieder in seine inaktive Form Ras-GDP
konvertiert wird (Fantl et al., 1992). Letztendlich stellt auch die Rezeptorinterna-
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Abbildung 1.6: PDGF-induzierte Signaltransduktion
Dargestellt ist der Signalweg, der durch die Bindung des PDGF-Liganden an den PDGF-
Rezeptor ausgelo¨st wird. Wichtige Signalmoleku¨le, die an den aktivierten Rezeptor binden
und selbst aktiviert werden, sind angegeben und im Text erkla¨rt. Eine Phosphatgruppe
ist mit P, Transkriptionsfaktoren sind mit TF und das Endoplasmatische Retikulum mit
ER abgeku¨rzt.
lisierung und Degradierung in Lysosomen einen Kontrollmechanismus dar (Heldin,
Wasteson und Westermark, 1982). Dadurch kann die Dauer eines Signals begrenzt
werden (Sorkin et al., 1991). Durch Ligandenbindung wird die Internalisierung des
Ligand/Rezeptor-Komplex in Endosomen induziert. Hier dissoziiert der Komplex und
der Rezeptor wird recycelt, oder nach Fusion des Endosoms mit einem Lysosom in
diesem degradiert. Neben dem Abbau im Lysosom ko¨nnen PDGF-Rezeptoren nach
Ubiquitinierung durch die Ubiquitin-Ligase Cbl auch in Proteasomen zersetzt werden
(Miyake et al., 1999).
1.2.4 PDGF und Krankheiten
Es gibt zahlreiche Hinweise darauf, dass PDGF im Krankheitskontext eine wesentliche
Rolle spielt. Generell kann man sagen, dass PDGF in drei Gruppen von Erkrankun-
gen involviert ist. Den Tumoren, den vaskula¨ren und den fibrotischen Erkrankungen.
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Dabei sind hauptsa¨chlich VSMCs und Fibroblasten beteiligt.
Beispiele fu¨r vaskula¨re Erkrankungen sind die Arteriosklerose und die Restenose. Bei
der Arteriosklerose wurde eine erho¨hte PDGF-Expression sowohl in allen Zelltypen
der betroffenen Arterienwand, als auch in den infiltrierenden Immunzellen gefunden.
Sowohl die vier Liganden als auch die beiden Rezeptoren werden hier sta¨rker expri-
miert als in der gesunden Gefa¨ßwand (Raines, 2004). PDGF stimuliert die VSMCs von
der Media zur Intima der Gefa¨ßwand zu migrieren, zu proliferieren und Kompenenten
der Extrazellula¨rmatrix zu bilden (Pompili et al., 1995).
Von fibrotischen Erkrankungen ko¨nnen unter anderem Lunge, Leber und Niere be-
troffen sein. Hier ist PDGF unter anderem fu¨r die gesteigerte Proliferation von Myo-
fibroblasten und den exzessiven Aufbau von extrazellula¨rer Matrix verantwortlich.
Letztendlich vernarbt das Gewebe und es kommt zu einem zunehmenden Funktions-
verlust des betroffenen Organs (Bonner, 2004).
Tumore entstehen im Zusammenhang mit PDGF ha¨ufig durch genetische Vera¨nde-
rungen, die die Grundlage fu¨r eine autokrine PDGF-Stimulation bilden (Fleming et
al., 1992) (Fleming et al., 1992). Eine Genamplifikation und die resultierende U¨ber-
expression des α-Rezeptors wurde z.B. als Ursache des Glioblastoma multiforme iden-
tifiziert (Hermanson et al., 1996). Beim Glioblastoma multiforme handelt es sich um
den ha¨ufigsten bo¨sartigen Hirntumor bei Erwachsenen. Hier konnte ein direkter Zu-
sammenhang zwischen Expressionsrate des α-Rezeptors und Malignita¨t festgestellt
werden.
In Patienten mit dem dermalen Sarcom Dermatofibrosarcoma protuberans (DFSP)
wurde eine Translokation gefunden, die dazu fu¨hrt, das PDGF-B unter die Kontrolle
eines Collagen-Promotors gera¨t. Dadurch wird das Fusionsprotein COL1A1/PDGF-B,
welches die gleiche Funktion wie PDGF-B besitzt, in Hautfibroblasten der Patienten
u¨berexprimiert (Kikuchi et al., 1993) (Greco et al., 1998) (Sirvent et al., 2003). Es
kommt zu einem permanenten autokrinen Proliferationsstimulus der DFSP-Zellen.
In zahlreichen myeloiden Erkrankungen und Leuka¨mien wurden chromosomale Trans-
lokationen des PDGFR-Gens gefunden (Sirvent et al., 2003). Sie fu¨hren zur Bildung
von konstitutiv aktiven Rezeptor-Fusionsproteinen. Ein Beispiel ist das Fusionsprote-
in TEL-PDGFRβ in Patienten mit CMML (chronische myelomonozyta¨re Leuka¨mie)
(Golub et al., 1994). Hier ist die Kinasedoma¨ne des Rezeptors mit der Dimerisierungs-
doma¨ne des Transkriptionsfaktors TEL fusioniert, wodurch es zur ligandenunabha¨ngi-
gen Dimerisierung der Rezeptoren und damit zur konstitutiven Rezeptoraktivierung
kommt. Konstitutive Rezeptoren ko¨nnen allerdings auch durch Deletion der autoinhi-
bierenden Juxtamembrandoma¨ne entstehen.
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Abbildung 1.7: Erkrankungen, die durch Mutationen im PDGF-Rezeptor oder
-Ligand ausgelo¨st werden
Dargestellt sind die Ursachen von Dermatofibrosarcoma protuberans (DFSP), chronisch
myelomonozyta¨ren Leuka¨mien (CMML), gastrointestinalen Stromatumoren (GIST), und
Glioblastomen. Aktive PDGFR-Kinasen sind mit einem gelben Stern, PDGF-Liganden
gru¨n und Dimerisierungsdoma¨nen, die nicht vom PDGFR stammen, sind rot mar-
kiert.(aus: (Pietras et al., 2003))
Ein weiteres Beispiel fu¨r onkogene genetische Vera¨nderungen sind die gastrointe-
stinalen Stromatumore (GIST). Dies sind mesenchymale Tumore des Magen-Darm-
Trakts. In einem Teil der GISTs ist nicht Kit, der Rezeptor fu¨r den Stammzellfak-
tor SCF, sondern der PDGFRα mutiert (Heinrich et al., 2003). Es handelt sich da-
bei um sogenannte gain-of-function Mutationen, die entweder in der Juxtamembran-
(Exon 12) oder der Kinase-Doma¨ne (Exon 18) auftreten. Sie fu¨hren zu einer konsti-
tutiven Aktivierung des Rezeptors. Bis zum Jahr 2000 bestand die einzige Behand-
lungsmo¨glichkeit in der Resektion. Heute besteht eine weitere Therapiemo¨glichkeit
durch das Zytostatikum Imatinib (Handelsname Glivec R© in Europa, Gleevec R© in den
USA, Forschungsbezeichnung STI 571, Novartis, Basel, CH), welches auch bei der
chronischen myeloischen Leuka¨mie (CML) erfolgreich eingesetzt wird (Buchdunger et
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al., 2002) (Croom und Perry, 2003). Der Wirkungsmechanismus von Imatinib besteht
in der kompetitiven und selektiven Blockade der ATP-Bindungsstelle spezifischer Ty-
rosinkinasen, wie z. B. Abl, Bcr-Abl, c-Kit und PDGF-Rezeptor. Dadurch wird die
U¨bertragung eines Phosphatrestes auf das Substrat verhindert.
Leider sind allerdings nicht alle GISTs sensitiv auf Imatinib. Interessanterweise gibt
es in der Kinase-Doma¨ne des PDGFRα Mutationen, die sensitiv sind und andere, die
prima¨r resistent sind (Heinrich et al., 2003).
Aber PDGF und PDGF-Rezeptoren mu¨ssen nicht unbedingt Ursache fu¨r einen Tu-
mor sein, sie ko¨nnen auch das Wachstum und die Metastasierung eines besteheden
Tumors beeinflussen (Heldin und Westermark, 1999) (Ostmann, 2004). Dies kann di-
rekt durch Stimulation der Tumorzellen, oder indirekt parakrin u¨ber die Rekrutierung
von Tumor-assoziierten Fibroblasten und Perizyten oder Stimulation des Stroma er-
folgen (Forsberg et al., 1993) (Skobe und Fusenig, 1998) (Shao et al., 2000).
1.3 Ziele der Arbeit
Sowohl das Zytokin IL-6 als auch der Wachstumsfaktor PDGF spielen bei der Pa-
thogenese verschiedener Krebsarten und Entzu¨ndungsprozessen eine besondere Rolle.
Mo¨glicherweise werden Krankheitsverla¨ufe durch das Wechselspiel zwischen Zytokin
und Wachstumsfaktor moduliert. Fu¨r die Entwicklung neuer Therapien sind sowohl
Kenntnisse u¨ber die einzelnen Signalwege als auch die gegenseitige Beeinflussung ent-
scheident.
In dieser Arbeit sollte der crosstalk zwischen IL-6 und PDGF genauer untersucht wer-
den. Von besonderer Bedeutung sollte hier der crosstalk -Mechanismus sein, der zur
Phosphorylierung des IL-6-induzierten feedback -Inhibitors SOCS3 fu¨hrt.
Es sollte u¨berpru¨ft werden, wie sich die Signaltransduktion in Zellen, die mit IL-6 und
PDGF stimuliert wurden, vera¨ndert. Außerdem sollten mo¨gliche crosstalk -Effekte mit
biologischen read outs analysiert werden, um Hinweise fu¨r Auswirkungen im Krank-
heitskontext zu erhalten. Es sollten auch Auswirkungen des crosstalk auf die Genex-
pression analysiert werden. Dabei ging es auch darum interessante Gene bzw. Genpro-
dukte fu¨r weiterfu¨hrende Experimente zu finden.
Desweiteren sollte die Rolle von SOCS3 und phosphoryliertem SOCS3 in der IL-6- und
PDGF-Signaltransduktion untersucht werden. Folgende Fragen waren hier zu kla¨ren:
Wie wird der IL-6-Signalweg durch phosphoryliertes SOCS3 beeinflusst?
Kann SOCS3 die Signaltransduktion des PDGFR modulieren?
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2 Material und Methoden
2.1 Verbrauchsmaterialien
Die verwendeten Verbrauchsmaterialien wurden von den Firmen Renner (Dannstadt),
Sarstedt (Nu¨mbrecht), Corning (New York, USA), VWR (Darmstadt), Roth (Karls-
ruhe), Greiner (Frickenhausen), Amersham (Freiburg), Biozym (Wien, A), GE Heal-
thcare (Mu¨nchen), BD (Heidelberg), Nuncbrand (Langenselbold), Millipore (Schwal-
bach), Starlab (Ahrensburg), Gelman (Dreieich), Eppendorf (Hamburg), Diagramm
Halbach Gmbh (Schwerte), Sartorius (Go¨ttingen), Schleider & Schuell (Dassel), App-
lichem (Darmstadt), Bio-Rad (Mu¨nchen), Serva (Heidelberg), Cytogen (Sinn), Gibco
(Eggenstein) und Calbiochem (Bad Soden) bezogen.
2.2 Chemikalien
Die verwendeten Chemikalien wurden in der Regel in pro analysi Qualita¨t eingesetzt
und von den Firmen AGS/Hybaid (Heidelberg), BioRad (Mu¨nchen), Roche (Mann-
heim), Roth (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), New England Biolabs (Frankfurt am
Main), Amersham (Freiburg), Qiagen (Hilden) und Sigma (Taufkirchen) bezogen. In
der Methodenbeschreibung wird na¨her auf die verwendeten Chemikalien eingegangen.
2.2.1 Radiochemikalien
Adenosin-[32P]-triphosphat (Hartmann, Braunschweig)
2.3 Puffer und Medien
Alle Puffer und Medien wurden in wa¨ssriger Lo¨sung (Qualita¨t: Millipore) angesetzt.
Die Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Medien folgt in der Methodenbe-
schreibung.
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2.4 Reaktionskits
Folgende Reaktionskits wurden gema¨ß den Herstellerangaben eingesetzt:
• Mini-Plasmidpra¨parationskit (Qiagen, Hilden)
• Maxi-Plasmidpra¨parationskit (Qiagen, Hilden)
• QIAquick R© Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden)
• QuikChange R© XL site directed mutagenesis kit (Stratagene, La Jolla, USA)
• RNeasy RNA-Isolationskit (Qiagen, Hilden)
• QIAshredderTM Sa¨ulen (Qiagen, Hilden)
• Omniscript Kit (Qiagen, Hilden)
• qPCR Mastermix Plus RT-QP2X-03-075+ (Eurogentec, Lu¨ttich, B)
2.5 Enyzme
Folgende Enzyme wurden gema¨ß Herstellerangaben eingesetzt:
• T4-DNA-Ligase (Roche, Mannheim)
• Taq DNA-Polymerase (Hybaid, Heidelberg)
• Antarctic Phosphatase (NEB, New England Biolabs, Frankfurt am Main)
• Restriktionsendonucleasen wurden von den Firmen Roche (Mannheim) und NEB
bezogen.
2.6 Plasmide
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Vektor Charakteristika bezogen von
pLNCX2 PDGFRα Expressionsvektor mit dem PDGFRα wt A. Kazlauskas
wt
pLNCX2 PDGFRα entha¨lt die GIST-assozierte Mutation V561D; eigene Herstellung
V561D Quik Change Mutagenese
pLNCX2 PDGFRα entha¨lt die GIST-assozierte Mutation D842V; eigene Herstellung
D842V Quik Change Mutagenese
pLNCX2 PDGFRα entha¨lt die GIST-assozierte Mutation D842Y; eigene Herstellung
D842Y Quik Change Mutagenese
pcDNA5/FRT/TO Vektor mit FRT site fu¨r das Invitrogen
Flp-InTM System
pOG44 Expressionsvektor fu¨r die Rekombinase des Invitrogen
Flp-InTM Systems
pcDNA5/FRT/TO entha¨lt den PDGFRα wt aus eigene Herstellung
PDGFRα wt pLNCX2 PDGFRα wt
pcDNA5/FRT/TO entha¨lt den PDGFRα V561D aus eigene Herstellung
PDGFRα V561D pLNCX2 PDGFRα V561D
pcDNA5/FRT/TO entha¨lt den PDGFRα D842V aus eigene Herstellung
PDGFRα D842V pLNCX2 PDGFRα D842V
pcDNA5/FRT/TO entha¨lt den PDGFRα D842Y aus eigene Herstellung
PDGFRα D842Y pLNCX2 PDGFRα D842Y
pLXSN MCSFR/ Expressionsvektor mit dem chima¨ren humanen S. Rosenkranz,
PDGFRβ wt MCSFR/PDGFRβ wt M. Vantler
pLXSN MCSFR/ Expressionsvektor mit dem chima¨ren humanen S. Rosenkranz,
PDGFRβ F1009 MCSFR/PDGFRβ F1009 M. Vantler
pcDNA5/FRT/TO entha¨lt den MCSFR/PDGFRβ wt eigene Herstellung,
MCSFR/PDGFRβ aus pLXSN MCSFR/PDGFRβ wt H. Schmitz-Van de Leur
wt
pcDNA5/FRT/TO entha¨lt den MCSFR/PDGFRβ F1009 eigene Herstellung,
MCSFR/PDGFRβ aus pLXSN MCSFR/PDGFRβ F1009 H. Schmitz-Van de Leur
F1009
pcDNA3 huPDGFRβ Expressionsvektor mit dem humanen PDGFRβ F. Bo¨hmer
pCMV Flag-SOCS3 wt Expressionsvektor mit Flag-getagtem SOCS3 wt A. Yoshimura
pGL3α2M-215Luc entha¨lt den Bereich -215 bis +8 des α2M-Promotors Promega, Madison, USA
fusioniert mit der kodierenden Sequenz der Luziferase
pCH-110 Expressionsvektor fu¨r die β-Galactosidase Pharmacia, Uppsala, S
pcDNA5/FRT/TO Expressionsvektor fu¨r TAP-SOCS3 U. Sommer
TAP-SOCS3
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2.7 Primer fu¨r die Mutagenese-PCR
Die folgenden Primer wurden von der Firma Eurogentec (Lu¨ttich, Belgien) bezogen.
• PDGFRα V561D s: 5’-CCGAGGTATGAAATTCGCTGGAGGGACATTGAATCAATCAGCC-3’
• PDGFRα V561D as: 5’-GGCTGATTGATTCAATGTCCCTCCAGAGAATTTCATACCTCGG-3’
• PDGFRα D842V s: 5’-GACTTTGGCCTGGCCAGAGTCATCATGCATGATTCGAACTATGTG-3’
• PDGFRα D842V as: 5’-CACATAGTTCGAATCATGCATGATGACTCTGGCCAGGCCAAAGTC-3’
• PDGFRα D842Y s: 5’-GACTTTGGCGTGGCCAGATACATCATGCATGATTCGAACTATGTG-3’
• PDGFRα D842Y as: 5’-CACATAGTTCGAATCATGCATGATGTATCTGGCCAGGCCAAAGTC-3’
2.8 Primer und Sonden fu¨r die real-time PCR
Fu¨r die real-time PCR wurden die folgenden validierten TaqMan R© Gene Expression
Assays der Firma Applied Biosystems (Darmstadt) verwendet.
TNF: Hs 00174128
IL-6: Hs 00174131
SOCS3: Hs 00269575
IRF-1: Hs 00971959
EGR-1: Hs 00152928
IL-8: Hs 00174103
COX-2 : Hs 01573474
HPRT : Hs 99999909
2.9 Antiko¨rper
2.9.1 Prima¨rantiko¨rper
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Antiko¨rper gerichtet gegen Eigenschaft hergestellt in bezogen von Verwendung
pY (4G10) phosphorylierte monoclonal Maus Upstate WB
Tyrosinreste (Hamburg)
pY 99 phosphorylierte monoclonal Maus Santa Cruz WB
Tyrosinreste (Heidelberg)
STAT3-pY Phosphotyrosin 705 polyclonal Kaninchen Cell Signaling WB
(Frankfurt)
STAT3 N-Terminus monoclonal Maus BD WB
(Heidelberg)
STAT1-pY Phosphotyrosin 701 polyclonal Kaninchen Cell Signaling WB
(Frankfurt)
STAT1-E23 C-Terminus polyclonal Kaninchen Santa Cruz WB
(Heidelberg)
SOCS-3 M20 C-Terminus polyclonal Ziege Santa Cruz WB
(Heidelberg)
SOCS-3 C005 N-Terminus polyclonal Kaninchen IBL IP
(Gunma, J)
SOCS-3 FA1017 nicht bekannt polyclonal Kaninchen Fusion Antibodies IP
(Belfast, UK)
Flag-M2 Flag-Tag monoclonal Maus Sigma IP
(Taufkirchen)
p44/42 pMAPK Phosphothreonin 202 monoclonal Maus Cell Signaling WB
Phosphotyrosin 204 (Frankfurt)
ERK1 C-16 C-Terminus polyclonal Ziege Santa Cruz WB
(Heidelberg)
ERK2 C-14 C-Terminus polyclonal Ziege Santa Cruz WB
(Heidelberg)
PLC Cγ (pY783) Phosphotyrosin 783 monoclonal Maus BD WB
(Heidelberg)
PLC Cγ C-Terminus polyclonal Kaninchen Cell Signaling WB
(Frankfurt)
Akt pSer473 Phosphoserin 473 monoclonal Kaninchen Cell Signaling WB
(Frankfurt)
Akt1/2 N-19 N-Terminus polyclonal Ziege Santa Cruz WB
(Heidelberg)
SHP-2 pTyr542 Phosphotyrosin 542 polyclonal Kaninchen Cell Signaling WB
(Frankfurt)
SHP-2 C-18 C-Terminus polyclonal Kaninchen Santa Cruz WB
(Heidelberg)
PDGFRβ 958 C-Terminus polyclonal Kaninchen Santa Cruz WB
(Heidelberg)
PDGFRα C-20 C-Terminus polyclonal Kaninchen Santa Cruz WB
(Heidelberg)
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2.9.2 Sekunda¨rantiko¨rper
Antiko¨rper gerichtet gegen Eigenschaft hergestellt in bezogen von Verwendung
anti-Kaninchen konstanten Bereich polyclonal Ziege Dako WB
HRP-konjugiert von Kaninchen Ig (Glostrup, DK)
anti-Maus konstanten Bereich polyclonal Kaninchen Dako WB
HRP-konjugiert von Maus Ig (Glostrup, DK)
anti-Ziege konstanten Bereich polyclonal Kaninchen Dako WB
HRP-konjugiert von Ziege Ig (Glostrup, DK)
2.10 Zytokine
• IL-6: Rekombinantes humanes IL-6 wurde nach der Methode von Arcone et
al. (Arcone et al., 1991) hergestellt und freundlicherweise von B. Mu¨tze zur
Verfu¨gung gestellt. Die spezifische Aktivita¨t betrug 2 x 106 BSF-2 (B-cell stimu-
latory factor-2) U/mg Protein.
• sIL-6R: Lo¨slicher humaner IL-6-Rezeptor wurde nach der Methode von Weier-
gra¨ber et al. (Weiergra¨ber et al., 1995) hergestellt und freundlicherweise von M.
Kaufmann zur Verfu¨gung gestellt.
• PDGF: Rekombinantes humanes PDGF-BB und -AA wurde von der Firma
PeproTech (Cell Concepts GmbH, Umkirch) bezogen.
• MCSF: Rekombinantes humanes MCSF wurde von der Firma PeproTech (Cell
Concepts GmbH, Umkirch) bezogen.
2.11 Inhibitoren
• U0126: MEK-Inhibitor (Promega Corporation, Madison, USA)
• SB202190: p38 Inhibitor (Calbiochem, Cambridge, USA)
• LY294002: PI3K-Inhibitor (Calbiochem, Cambridge, USA)
• JAK Inhibitor I: Jak Inhibitor (Calbiochem, Cambridge, USA)
• BIMI (Bisindolylmaleimid): PKC Inhibitor (Calbiochem, Cambridge, USA)
• PP1: Src Inhibitor (Biomol, Hamburg)
• MG132: Proteasomen Inhibitor (Calbiochem, Cambridge, USA)
22
2.12 Molekularbiologische Methoden und allgemeine Klonierungstechniken
2.12 Molekularbiologische Methoden und
allgemeine Klonierungstechniken
2.12.1 Bakteriensta¨mme
• JM83: E. coli K12 Stamm. Dieser sogenannte high-copy-Stamm, in dem die
Plasmide in großer Anzahl vorliegen, wurde zur Vermehrung von Plasmid-DNA
verwendet.
• DH5α: chemisch kompetente E. coli von Invitrogen
• TOP10: chemisch kompetente E. coli von Invitrogen
• XL10-Gold R©: ultrakompetente E. coli von Stratagene (QuikChange R© XL site
directed mutagenesis kit)
2.12.2 Kultivierung von Bakterien
Die Kultivierung der Bakterien erfolgte in LB-Medium in einem Schu¨ttelinkubator bei
225 rpm bzw. auf LB-Agar (1,5 %) in Gegenwart von 100 µg Ampicillin/ml bei 37 ◦C.
LB (Luria-Bertani) Medium 1 % (w/v) Bactotrypton
0,5 % (w/v) Hefeextrakt
1 % (w/v) NaCl
pH 7,0 (bei 25 ◦C)
LB-Agar LB-Flu¨ssigmedium
1,5 % (w/v) Bacto-Agar
Ampicillin-Stammlo¨sung 70 % EtOH
100 mg/ml Ampicillin
2.12.3 Herstellung kompetenter Bakterien
Aus einer 50 ml U¨bernachtkultur wurden 500 ml LB-Medium mit Bakterien zu einer
OD600 von 0,02 angeimpft. Unter Schu¨tteln wurden die Bakterien bis zum Erreichen
einer OD600 von 0,6 bei 37
◦C inkubiert. Je 50 ml der Bakteriensuspension wurden 10
min mit 3000 rpm bei 4 ◦C sedimentiert. Das Bakteriensediment wurde in 5 ml kaltem
TSB-Puffer (pro 50 ml Bakteriensuspension) vorsichtig resuspendiert und nachfolgend
10 min auf Eis inkubiert. Die kompetenten Bakterien wurden in 500 µl-Aliquots bei
-80 ◦C eingefroren.
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TSB-Puffer 10 % PEG (w/v)
5 % DMSO
10 mM MgSO4
10 mM MgCl2
2.12.4 Transformation von Bakterien
Kompetente Bakterien wurden vorsichtig auf Eis aufgetaut. Davon wurden 100 µl mit
1 ng Plasmid-DNA bzw. 5 µl eines Ligationsansatzes versetzt, vorsichtig vermischt
und 20 min auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgte der sogenannte Hitzeschock bei
42 ◦C fu¨r 45 sec. Die Bakterien wurden unverzu¨glich auf Eis abgeku¨hlt, in 0,5 ml
LB-Medium aufgenommen und 1 h im Schu¨ttler bei 225 rpm und 37 ◦C inkubiert.
Danach wurden die Bakterien sedimentiert, in 100 µl LB-Medium resuspendiert und
auf vorgewa¨rmten LB-Agarplatten mit dem geeigneten Antibiotikum ausplattiert. Die
Agarplatten wurden u¨ber Nacht bei 37 ◦C inkubiert.
2.12.5 Isolierung von Plasmid-DNA im kleinen Maßstab
Zur Analyse transformierter Bakterien wurde Plasmid-DNA aus 3 ml U¨bernachtkul-
turen nach Herstelleranleitung mit Hilfe eines QIAprep R© Spin Miniprep Kit (Qiagen)
isoliert.
2.12.6 Isolierung von Plasmid-DNA im großen Maßstab
Um Plasmid-DNA im pra¨parativen Maßstab (50–500 µg) zu erhalten, wurden U¨ber-
nachtkulturen von 250 ml mit Hilfe des HiSpeed R© Plasmid Maxi Kit (Qiagen) nach
Anleitung des Herstellers aufgearbeitet.
2.12.7 Quantitative Bestimmung von Nukleinsa¨uren
Die quantitative Bestimmung der DNA und RNA erfolgte photometrisch in einem
UV/Vis-Spektrometer (Spectrophotometer ND-1000, NanoDrop Technologies, Wil-
mington, USA) u¨ber die OD260. Eine Extinktion E260 = 1,0 entspricht 50 µg dop-
pelstra¨ngiger (ds) DNA, 37 µg einzelstra¨ngiger (ss) DNA bzw. 40 µg RNA. Die Rein-
heit der Nukleinsa¨urepra¨parationen wurde mit Hilfe der OD280 ermittelt. Bei reinen
DNA-Pra¨parationen sollte der Quotient E260 : E280 bei 1,8–2,0 liegen.
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2.12.8 Enzymatische Spaltung von DNA mit
Restriktionsendonucleasen
Um DNA-Moleku¨le zu analysieren oder kompatible Enden fu¨r die Subklonierung von
DNA-Fragmenten zu generieren, wurden Restriktionsendonucleasen eingesetzt. Fu¨r
analytische Spaltungen wurde die Restriktion fu¨r 1 h nach Herstellerangaben in einem
Volumen von 20–50 µl mit 1 µg Pasmid-DNA durchgefu¨hrt. Fu¨r pra¨parative Zwecke
wurden 2,5–4 µg Plasmid-DNA eingesetzt. Die beno¨tigte Enzym-Menge wurde anhand
der nachfolgenden Formel berechnet:
Enzym [µL] =
bp λ−Phage · Schnittstellen Enzym im Vector · DNA−Menge [µg]
bp Vektor · Schnittstellen Enzym im λ−Phagen · Enzymakt. [U/µl]
Im pra¨parativen Maßstab wurde der Restriktionsansatz 3 h nach Herstellerangaben
inkubiert.
2.12.9 Auftrennung von DNA-Fragmenten mittels
Agarosegelelektrophorese
Nach der enzymatischen Spaltung wurden die erhaltenen DNA-Fragmente in der Gel-
elektrophorese u¨berpru¨ft. Die Restriktionsansa¨tze wurden mit 6 x DNA-Probenpuffer
versetzt und auf ein 1%iges Agarosegel geladen. Der Agarose wurden 0,1 µg/ml Ethi-
diumbromid zugesetzt, wodurch die DNA-Banden unter UV-Licht sichtbar wurden.
Fu¨r die Elektrophorese wurde 1 x TAE-Puffer als Laufpuffer verwendet, dem ebenfalls
0,1 µg/ml Ethidiumbromid zugegeben wurde. Die Gro¨ße der DNA-Fragmente wurde
durch den Vergleich der Laufstrecken mit einem DNA-La¨ngenstandard (1 kb-Leiter;
Invitrogen) ermittelt.
6 x DNA-Probenpuffer 15 % Ficoll400
0,25 % Bromphenolblau
0,25 % Xylencyanolblau
1 x TAE 0,04 M Tris-Base
1,1 M EDTA
32 mM Essigsa¨ure
2.12.10 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
Die nach Restriktion erhaltenen und im Agarosegel aufgetrennten DNA-Fragmente
wurden unter UV-Licht mit einem Skalpell ausgeschnitten und mit Hilfe des QIAquick
Gel Extraction Kit (Qiagen) nach Herstellerprotokoll aus der Gelmatrix isoliert.
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2.12.11 Dephosphorylierung linearisierter DNA
Um die Religation eines linearisierten Plasmids zu verhindern, wurde die endsta¨ndige
5’-Phosphatgruppe des linearisierten Vektors entfernt. Dazu wurden 100–200 ng DNA
mit 5 U Antarctic Phosphatase (NEB) 1 h bei 37 ◦C inkubiert. Anschließend wurde
das Enzym durch Inkubation bei 65 ◦C fu¨r 15 min inaktiviert.
2.12.12 Ligation von DNA-Fragmenten
Die Ligation von doppelstra¨ngigen DNA-Fragmenten in Vektoren wurde durch T4-
DNA Ligase (MBI Fermentas) in Gegenwart von ATP katalysiert. Die Reaktion er-
folgte nach Herstellerangaben unter Verwendung von 1–5 U Ligase pro Reaktion fu¨r
1 h bei RT. Um den Einbau der Fremd-DNA zu fo¨rdern, wurde das zu inserierende
Fragment im dreifachen molaren U¨berschuss gegenu¨ber der Vektor-DNA eingesetzt.
ng Insert = ng Vektor · bp Insert · 3 / bp Vektor
2.12.13 Sequenzierung von Plasmid-DNA
Die Bestimmung der Basenabfolge von Plasmid-DNA erfolgte gema¨ß der Didesoxy-
Kettenabbruchmethode (Sanger et al., 1977). Fu¨r die Durchfu¨hrung wurde die Firma
Eurofins MWG Operon (Ebersberg) beauftragt.
2.12.14 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ermo¨glicht die selektive Vervielfa¨ltigung (Am-
plifizierung) von DNA-Fragmenten durch aufeinanderfolgende Polymerase-Reaktionen.
Voraussetzungen sind neben einer DNA-Polymerase zwei chemisch synthetisierte Oli-
gonukleotidprimer. Ihre Sequenzen sind so gewa¨hlt, daß sie komplementa¨r zu jeweils
einem der Bereiche sind, die das anzureichernde DNA-Fragment (template) begrenzen.
Werden Primer eingesetzt, welche nicht in allen Basen komplementa¨r zur eingesetzten
DNA sind, so erfolgt eine in-vitro-Mutagenese im Randbereich der Originalsequenz.
Dieses ermo¨glicht die Einfu¨hrung von Start- und Stopcodons sowie von Restrikti-
onsstellen in die zu amplifizierende DNA. Zuna¨chst wird der DNA-Doppelstrang des
Templates bei 95 ◦C denaturiert, bevor beiderseits der Zielsequenz die Oligonukleotid-
primer u¨ber Basenpaarung an die entstandenen homologen Einzelstra¨nge angelagert
werden (annealing). Eine DNA-Polymerase synthetisiert in einer Primerverla¨ngerungs-
reaktion bei 72 ◦C dann unter Verwendung der vier Desoxyribonukleotide komple-
menta¨re Stra¨nge an den DNA-Matrizen. Durch mehrfaches Wiederholen dieses Zyklus
aus Denaturierung, Primer-Anlagerung und DNA-Synthese la¨ßt sich die Zielsequenz
exponentiell amplifizieren. Die PCR wurde zur spezifischen Amplifikation von DNA-
Abschnitten aus cDNA, sowie zum Einfu¨hren von Mutationen eingesetzt.
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Mutagenese-PCR
Die GIST-assoziierten Mutationen im PDGFRα wurden mit dem QuikChange R© XL
site directed mutagenesis kit (Stratagene, La Jolla, USA) nach Herstellerangaben ein-
gefu¨hrt.
2.12.15 Extraktion von RNA
Die Extraktion von Gesamt-RNA aus eukaryotische Zellen erfolgte mit Hilfe des QIAsh-
redder Kits und des RNeasy RNA-Isolationskits der Firma Qiagen nach Herstelleran-
gaben. Die extrahierte RNA wurde bei -80 ◦C gelagert.
2.12.16 cDNA-Synthese (Reverse Transkription)
Fu¨r die reverse Transkription von mRNA in cDNA wurde das Omniscript RT Kit von
Qiagen nach Angaben des Herstellers verwendet. Als Primer diente ein Random He-
xamer der Firma Roche. 1 µg Gesamt-RNA wurden dafu¨r mit RNase-freiem Wasser
auf ein Volumen von 10 µl eingestellt und fu¨r 10 min bei 65 ◦C im Thermo-Cycler
denaturiert. Anschließend wurden 10 µl Omniscript-Mastermix hinzugefu¨gt und die
cDNA-Synthese fu¨r 1 h bei 37 ◦C im Thermo-Cycler durchgefu¨hrt. In einem letzten
Schritt wurde die Reverse Transkriptase fu¨r 5 min bei 95 ◦C inaktiviert. Die synthe-
tisierte cDNA wurde bei -20 ◦C gelagert.
2.12.17 real-time PCR
Die TaqMan R©-Technologie basiert auf der Messung von Fluoreszenzsignalen (ABI
PRISM 7000, Applied Biosystems, Darmstadt), die in jedem PCR-Zyklus entstehen
(real-time) und direkt proportional zur Menge des amplifizierten PCR-Produktes sind.
Die Sonde ist an ihrem 5’-Ende mit dem Fluoreszenzfarbstoff FAM und am 3’-Ende
mit einem nicht fluoreszierenden Deep Dark Quencher I markiert. Sie bindet zwischen
den beiden Primern an ihre Zielsequenz. Die ra¨umliche Na¨he zwischen dem Fluo-
rophor und dem Quencher verhindert die Emission eines Fluoreszenzsignals, da der
Quencher die Energie absorbiert und als Hitze abgibt. Wa¨hrend der Extension baut
die Taq-Polymerase die Sonde mit Hilfe ihrer 5’ → 3’ Exonuclease-Aktivita¨t ab und
die Fluoreszenz des Reporterfarbstoffs FAM kann gemessen werden. Fu¨r die relati-
ve Quantifizierung wird in jeder Probe gleichzeitig eine endogene Kontrolle wie zum
Beispiel HPRT (Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase) mitgemessen. Die Expres-
sion des zu untersuchenden Gens wird gegen das ubiquita¨r und homogen exprimierte
Referenz-Gen normalisiert. So wird die Varianz der Expressionsergebnisse, die durch
Gewebe- und Matrixeffekte, unterschiedliche RNA-Extraktionseffizienzen sowie Fehler
bei der RT entstehen ko¨nnten, reduziert.
Im Gegensatz zur semiquantitativen PCR bietet das Aufzeichnen von Fluoreszenzkur-
ven den Vorteil, den linearen Amplifikationsbereich des PCR-Produktes vom Sa¨tti-
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gungsbereich unterscheiden zu ko¨nnnen. Um immer am Anfang der exponentiellen
Phase messen zu ko¨nnen, wird der CT-Wert (engl. Cycle Threshold fu¨r Schwellenwert-
Zyklus) bzw. der Cp-Wert (engl. Crossing Point) verwendet, der den Zyklus be-
schreibt, an dem die Fluoreszenz erstmalig signifikant u¨ber die Hintergrund-Fluoreszenz
ansteigt.
Fu¨r die relative Quantifizierung der real-time PCR Ergebnisse wurde das sogenannte
∆∆CT Berechnungsmodell verwendet (Livak und Schmittgen, 2001). Dabei wird im
ersten Schritt fu¨r jede untersuchte Probe der CT-Wert des Referenzgens vom CT Wert
des zu untersuchenden Gens subtrahiert.
∆CT = CT Zielgen − CT Referenzgen
Nach dieser Normierung wird vom ∆CT Wert der experimentell behandelten Proben
der ∆CT Wert der unbehandelten Kontrolle abgezogen.
∆∆CT = ∆CT behandelt − ∆CT unbehandelt
Der relative Expressionsunterschied einer Probe zwischen der Behandlung und der
Kontrolle (Ratio), normalisiert zum Referenzgen und bezogen auf eine Standardprobe
ergibt sich aus der arithmetischen Formel 2-∆∆CT.
Ratio = 2−∆∆CT
Dieses Berechnungsmodell geht davon aus, dass Ziel- und Referenzgen eine optimale
PCR-Effizienz mit einer Verdoppelung der Amplikon-Menge in jedem Zyklus besitzen.
Jede PCR-Reaktion wurde in Tripletts durchgefu¨hrt und aus diesen wurde ein mitt-
lerer CT fu¨r jede Probe berechnet.
Reaktionsansatz 12,5 µl qPCR Mastermix Plus (Eurogentec)
1,25 µl Primer/Sonden-Mix (Applied Biosystems)
5 µl cDNA (70–100 ng)
6,25 µl H2O
PCR-Programm 95 ◦C 2 min erste Denaturierung
95 ◦C 15 sec Denaturierung
}
40 Zyklen
60 ◦C 1 min Annealing und Extension
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2.12.18 DNA-Microarray
Mit DNA-Microarrays ko¨nnen Untersuchungen zur differenziellen Genexpression durch-
gefu¨hrt werden. Sie dienen dazu, die mRNA-Menge bestimmter Gene nachzuweisen.
Als Sonden dienen entweder cDNAs oder synthetisch hergestellten Oligonukleotide,
die an definierte Positionen eines Rasters z.B. auf Glastra¨ger aufgebracht werden. Fu¨r
einen DNA-Microarray wird RNA aus den zu untersuchenden Zellen isoliert, eventuell
vermehrt und anschließend mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Danach erfolgt die
Hybridisierung mit dem DNA-Microarray.
Hierbei binden markierte cDNA/cRNA Stu¨cke an ihren komplementa¨ren Gegenpart
auf dem Array. Nach Abwaschen ungebundener cDNA/cRNA Moleku¨le, wird das Fluo-
reszenzsignal jeder Position des DNA-Microarrays mittels eines Lasers ausgelesen. Zum
Ausgleich von mo¨glichen Abbaueffekten, unterschiedlich guten Extraktionen und a¨hn-
lichem werden die Signale normalisiert.
Hier wurde ein PIQORTM Immunology Microarray bei der Firma Miltenyi Biotec (Ber-
gisch Gladbach) in Auftrag gegeben. Dazu wurden Zellen wie gewohnt stimuliert und
als Kontrolle unstimuliert belassen. Am Ende des Experiments wurde die gesamte
RNA der Zellen isoliert und 5 µg jeder Probe an die Firma Miltenyi Biotec gesen-
det. Dort erfolgte zuna¨chste eine Amplifikation und Qualita¨tskontrolle. Anschließend
wurden die Proben mit den Fluorochromen Cyanine-3 (Cy3) und Cyanine-5 (Cy5)
markiert, um zwischen stimulierter und unstimulierter Probe zu unterscheiden. Nach
der Hybridisierung und einigen Waschzyklen wurde der Array ausgelesen und analy-
siert.
Im PIQORTM Immunology Microarray wurden 1076 Gene untersucht, deren Produkte
vorwiegend bei der Immunantwort, Apoptose, Extrazellula¨rmatrix und Signaltrans-
duktion eine wichtige Rolle spielen. Es handelt sich unter anderem um Zytokine, Zy-
tokinrezeptoren, Chemokine, Chemokinrezeptoren, Komponenten des Komplemetsy-
stems, CD-Antigene, ECM-Proteine, und Komponenten der Signaltransduktion. Der
Microarray enthielt außerdem sechs housekeeping-Gene (ACTA2, CYPA, GAPDH,
HPRT, TUBA, TUBB) und sechs Kontrollen (Heringsperma DNA, Salz und vier ar-
tifizielle Kontroll-RNAs) fu¨r die korrekte Quantifizierung der Expressionsmuster. Die
Gene wurden in Vierfachansa¨tzen auf dem Array u¨berpru¨ft.
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Abbildung 2.1: Arbeitsschritte beim DNA-Microarray
Die Abbildung des Chip (Mitte) ist der Internetseite der Firma Miltenyi Biotec
entnommen.
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2.13 Zellkultur und zellbiologische Methoden
2.13.1 Zelllinien
Zelllinie Eigenschaften
NIH 3T3 embryonale Mausfibroblasten-Zelllinie, generiert von einem
NIH Swiss Mausembryo; ATCC: CRL-1658
3T3 SOCS3 embryonale Mausfibroblasten, die SOCS3 stabil exprimieren;
freundlicherweise von Prof. J. Johnston (Queen’s University of Belfast)
zur Verfu¨gung gestellt
HepG2 adha¨rent wachsende humane Hepatoma-Zelllinie; ATCC: HB-8065
HEK-293 human embryonic kidney, humane embryonale Nierenzelllinie;
adenoviral transformiert, DSMZ Nummer: ACC 305
HEK-T Derivat der 293 Zellenlinie, in die das SV40 T-Antigen eingefu¨gt wurde.
Somit ko¨nnen diese Zellen auch Expressionsplasmide mit einem SV40-
Replikationsstartpunkt amplifizieren (DuBridge et al., 1987). DSMZ
Flp-In T-REx 293 Zellen fu¨r die stabile Tranfektion im Flp-InTM System (Invitrogen),
enthalten eine FRT site, exprimieren den Tet-Repressor
Flp-In T-REx 293 HEK Zellen des Flp-InTM System, in denen der PDGFRα wt
PDGFRα wt stabil in die FRT site integriert wurde (eigene Herstellung)
Flp-In T-REx 293 HEK Zellen des Flp-InTM System, in denen der PDGFRα V561D
PDGFRα V561D stabil in die FRT site integriert wurde (eigene Herstellung)
Flp-In T-REx 293 HEK Zellen des Flp-InTM System, in denen der PDGFRα D842V
PDGFRα D842V stabil in die FRT site integriert wurde (eigene Herstellung)
Flp-In T-REx 293 HEK Zellen des Flp-InTM System, in denen der PDGFRα D842Y
PDGFRα D842Y stabil in die FRT site integriert wurde (eigene Herstellung)
Flp-In T-REx 293 HEK Zellen des Flp-InTM System, in denen der chima¨re MCSFR/PDGFRβ
MCSFR/PDGFRβ wt stabil in die FRT site integriert wurde (eigene Herstellung)
wt
Flp-In T-REx 293 HEK Zellen des Flp-InTM System, in denen der chima¨re MCSFR/PDGFRβ
MCSFR/PDGFRβ F1009 stabil in die FRT site integriert wurde (eigene Herstellung)
F1009
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Zelllinie Eigenschaften
Flp-In T-REx 293 HEK Zellen des Flp-InTM System, in denen TAP-SOCS3 stabil in die
TAP-SOCS3 FRT site integriert wurde (U. Sommer)
Flp-In T-REx 293 HEK Zellen des Flp-InTM System, in denen N-TAP stabil in die
N-TAP FRT site integriert wurde (U. Sommer)
Flp-In T-REx 293 HEK Zellen des Flp-InTM System, in denen TAP-SOCS3 stabil in die
TAP-SOCS3 PDGFRβ FRT site integriert wurde;
stabil mit dem PDGFRβ transfiziert (T. No¨cker)
Flp-In T-REx 293 HEK Zellen des Flp-InTM System, in denen N-TAP stabil in die
N-TAP PDGFRβ FRT site integriert wurde;
stabil mit dem PDGFRβ transfiziert (T. No¨cker)
MEF mouse embryonic fibroblasts, embryonale Mausfibroblasten; ATCC
SYF MEF-Zelllinie, in der keine Kinasen der Src-Familie exprimiert werden
(Src, Yes, Fyn-defizient); ATCC: CRL-2459
VSMC vascular smooth muscle cells, glatte Gefa¨ßmuskelzellen;
freundlicherweise von PD. Dr. S. Rosenkranz zur Verfu¨gung gestellt
NHDF normale humane dermale Fibroblasten; hier: humane dermale Fibroblasten
der Vorhaut, die freundlicherweise von der Hautklinik (Prof. H. F. Merk,
UK Aachen) zur Verfu¨gung gestellt wurden
TUR Subklon der Zelllinie U937 (humane myeloide Leuka¨mie-Zelllinie)
in Suspension wachsende humane monozyta¨re Zellen
bezogen von Prof. R. Hass
2.13.2 Na¨hrmedien und Lo¨sungen fu¨r die Zellkultur
• DMEM Flu¨ssigmedium (Gibco, Eggenstein)
• RPMI 1640 Flu¨ssigmedium (Gibco, Eggenstein)
• OptiMEM (Gibco, Eggenstein)
• FKS (Mykoplasmen-freies) fo¨tales Ka¨lberserum (CytoGen GmbH, Sinn-Fleisbach)
• Trypsin (0,05 %)/ EDTA (0,02 %) (Lonza, Verviers, B)
• Doxyzyklin (Sigma)
• Hygromyzin B (Perbio/HyClone, Logan, Utah, USA)
• Blasticidin (Invitrogen)
• Zeocin (Invitrogen)
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PBS 200 mM NaCl
2,5 mM KCl
8,0 mM Na2HPO4
1,5 mM KH2PO4
Krebs-Ringer-HEPES 130 mM NaCl
4,7 mM KCl
2,5 mM CaCl x 2H2O
1,2 mM KH2PO4
1,2 mM MgSO4
5,5 mM Glukose
10 mM HEPES
2.13.3 Mykoplasmentest
Mykoplasmen sind zellwandlose Parasiten, die unter anderem als Kommensalen der
Schleimha¨ute vorkommen. Als chronische Infektion beeinflussen sie auf vielfa¨ltige Wei-
se die Funktionen von Zellen. Sie nehmen Einfluss auf den Metabolismus der Zellen und
vera¨ndern so deren Wachstumsverhalten, ihre immunologischen und biochemischen
Eigenschaften, sowie deren Lebensfa¨higkeit. Um unverfa¨lschte reproduzierbare Ergeb-
nisse zu erzielen, mu¨ssen Kontaminationen in der Zellkultur vermieden werden. Die
verwendeten Zelllinien wurden regelma¨ßig auf Mykoplasmen kontrolliert. Der Nachweis
erfolgte durch eine PCR mit Mykoplasmen-spezifischen Primern. Die Durchfu¨hrung
der Mykoplasmentests wurde in unserem Labor freundlicherweise von M. Kaufmann,
B. Lippok, B. Mu¨tze, T. No¨cker, H. Schmitz-Van de Leur u¨bernommen.
2.13.4 Kultivierung eukaryotischer Zellen
Die Zelllinien HEK 293, HEK-T, MEF, VSMC, NIH 3T3, Flp-In T-REx 293 und
die verschiedenen Flp-In T-REx 293 Expressions-Zelllinien wurden in DMEM, TUR
Zellen in RPMI Medium kultiviert. Das Zellkulturmedium enthielt, falls nicht anders
angegeben, 10 % fo¨tales Ka¨lberserum (FKS), 60 mg/ml Penicillin und 100 mg/ml
Streptomycin.
Die Flp-In T-REx 293 Zelllinie wurde zusa¨tzlich mit 100 µg/ml Zeocin und 10 µg/ml
Blasticidin kultiviert, die Flp-In T-REx 293 Expressions-Zelllinien mit 50 µg/ml Hy-
gromyzin B und 10 µg/ml Blasticidin.
Die Zellen wurden bei einer konstanten Temperatur von 37 ◦C in einer wassergesa¨ttig-
ten Atmospha¨re bei 5 % CO2 inkubiert. Nach Erreichen der Konfluenz erfolgte die
Subkultivierung. Dazu wurden adha¨rente Zelllinien nach Waschen mit PBS zuna¨chst
mit Trypsin/EDTA-Lo¨sung von den Kulturschalen abgelo¨st. Abgelo¨ste Zellen wurden
in einem geeigneten Volumen Kulturmedium resuspendiert und auf neue Zellkultur-
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gefa¨ße verteilt.
2.13.5 Kryokonservierung eukaryotischer Zellen
Fu¨r die Langzeitlagerung wurden die eukaryotischen Zellen wie bei der Subkultivie-
rung vorbehandelt und durch Zentrifugation (1000 rpm/ 5 min/ 4 ◦C) sedimentiert.
Das Zellpellet wurde in 1,5 ml Einfriermedium aufgenommen, resuspendiert und in
Einfrierro¨hrchen u¨berfu¨hrt. Das Einfriermedium bestand aus Kulturmedium mit 20 %
FKS und 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO), um Eiskristallbildung zu verhindern. Die
Zellen wurden in Isopropanol-gefu¨llten Einfrierboxen (Nalgene, Neerijse, B) kontinu-
ierlich mit ca. 1 ◦C/ min auf -80 ◦C abgeku¨hlt. Nach 24 h wurden die Einfrierro¨hrchen
zur Langzeitlagerung in flu¨ssigen Stickstoff (-196 ◦C) u¨berfu¨hrt. Zum Auftauen wurden
die Zellen fu¨r 2 Minuten bei 37 ◦C in einem Wasserbad inkubiert, mit 10 ml Medium
gewaschen und in die entsprechenden Gefa¨ße mit frischen Medium u¨berfu¨hrt.
2.13.6 Bestimmung der Zellzahl
Die Zellzahl einer Zellsuspension wurde mit Hilfe einer Neubauer-Za¨hlkammer ermit-
telt. Um zwischen lebenden und toten Zellen zu unterscheiden, wurde eine 0,4 %ige
Lo¨sung des sauren Farbstoffs Trypanblau (Sigma-Aldrich) zugefu¨gt. Vitale Zellen be-
sitzen eine intakte Plasmamembran, die eine undurchdringliche Barriere fu¨r den Farb-
stoff darstellt. Gescha¨digte und tote Zellen werden blau gefa¨rbt (Lindl und Bauer,
1994). Fu¨r eine genaue Zellzahlbestimmung wurden acht Großquadrate der Kammer
ausgeza¨hlt und der Mittelwert gebildet. Dies fu¨hrt auf
Zellen/ml = Z ·K · V .
Dabei bezeichnet Z den Mittelwert der geza¨hlten Zellen und K den Kammerfaktor,
wobei K = 104 ist. V ist der Verdu¨nnungsfaktor.
2.13.7 Transfektion eukaryotischer Zellen
Als Transfektion bezeichnet man das Einbringen von Fremd-DNA in eukaryotische
Zellen. Man unterscheidet dabei zwischen dem nur zeitweiligen Einbringen des Plas-
mids in eine Wirtszelle (transiente Transfektion) und dem dauerhaften Einbau in das
Wirtsgenom (stabile Transfektion).
Transiente Transfektion
Die transiente Transfektion wurde hier durch Lipofektion mittels lipid-basiertem Fu-
GENE R©6 transfection reagent (Roche) erreicht. Bei dieser Methode bilden Lipidgemi-
sche mit der DNA Komplexe, die leicht durch die Zellmembran in die Zelle diffundieren
ko¨nnen. In 100 µl warmen Serum-freiem Medium (OptiMEM) wurde das doppelte Vo-
lumen an FuGENE R©6 bezogen auf die Menge an DNA (in µg) gelo¨st und fu¨r 5 min
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bei RT inkubiert. Anschließend wurde die DNA-Lo¨sung hinzugefu¨gt, mit Medium und
Transfektionsreagenz vermischt und das Ganze zur Komplexbildung 20 min bei RT
inkubiert. Die Mischung wurde tropfenweise ins Kulturmedium der Zellen gegeben.
Am folgenden Tag wurden die Zellen je nach Bedarf passagiert. Nach weiteren 24 h
wurden die rekombinanten Proteine biochemisch untersucht.
Stabile Transfektion
Fu¨r die dauerhafte Expression eines Transgens wurde das Flp-InTM System (Invitro-
gen) verwendet. Die Zelllinie des Flp-In Systems Flp-In 293 besitzt eine Erkennungsse-
quenz fu¨r die Flp-Rekombinase (FRT: Flp Recombination Target). Die Erkennungsse-
quenz befindet sich direkt 3’ nach dem Start-Codon innerhalb der kodierenden Sequenz
fu¨r ein Fusionsprotein aus ß-Galactosidase und einem die Zeocin-Resistenz bewirken-
den Protein. Zellen des Flp-In Systems besitzen deshalb ß-Galactosidase-Aktivita¨t und
sind zuna¨chst resistent gegen das Antibiotikum Zeocin.
Das gewu¨nschte Transgen muß sich in einem Vektor befinden, der ebenfalls eine FRT-
Sequenz entha¨lt (pcDNA5/FRT/TO). Durch Ko-Transfektion dieses Vektors mit ei-
nem Flp-Rekombinase kodierenden Plasmid (pOG44), kann es zur homologen Reko-
bination an der FRT-Sequenz von Genom und Vektor kommen. Dadurch wurde das
gewu¨nschte Transgen zusammen mit einer Hygromyzin-Resistenz stabil in die Flp-In
Zellen integriert. Das Zeocin-Resistenzgen wird nicht mehr transkribiert.
Induzierbare Flp-In T-REx 293 Zellen exprimieren zusa¨tzlich einen Tet (Tetrazyklin)-
Repressor und besitzen eine Blasticidin-Resistenz. Der Tet-Repressor wird konstitutiv
unter der Kontrolle eines CMV-Promotors exprimiert und bindet an das Tet-Operon,
welches sich im pcDNA5/FRT/TO Vektor vor dem Transgen befindet. Dadurch wird
die Expression des gewu¨nschten Transgens unterdru¨ckt. Durch Zugabe von Tetrazy-
klin kann die Expression des gewu¨nschten Gens jedoch induziert werden. Dann bindet
Tetrazyklin an den Tet-Repressor und bewirkt eine Konformationsa¨nderung, die zum
Ablo¨sen des Tet-Repressors vom Tet-Operon fu¨hrt.
Anstelle von Tetrazyklin wurde hier das stabilere Analogon Doxyzyklin fu¨r die Gen-
induktion verwendet.
Nach der Transfektion werden die stabilen Flp-In 293 Zellen mit Hygromyzin, die sta-
bilen Flp-In T-REx 293 Zellen mit Hygromyzin und Blasticidin selektiert und spa¨ter
auch kultiviert.
Die stabile Transfektion erfolgte ebenfalls mit Hilfe von OptiMEM und FuGENE R©6.
Es wurden 9 µg pOG44 und 1 µg pcDNA5/FRT/TO (mit Transgen) eingesetzt. Die
Flp-In Zellen waren vor der Transfektion etwa 25 % konfluent und wurden 48 h nach
der Transfektion mit 50 ng/ml Hygromyzin B selektiert und kultiviert.
2.13.8 Transfektion von siRNA
Small interfering RNAs (siRNAs) entstehen durch das Zerschneiden einer la¨ngeren
doppelstra¨ngigen RNA. In vivo geschieht dies im Zytoplasma einer Zelle durch das
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Enzym Dicer. Die kleinen doppelstra¨ngigen RNAs werden anschließend in einen Pro-
teinkomplex RISC (RNA-induced silencing complex ) eingebaut, der komplementa¨r an
die Ziel-mRNA bindet. Durch die RNA-Helikase- und Nuklease-Aktivita¨ten des RISC-
Komplex wird die Ziel-mRNA entwunden, gespalten und schließlich durch intrazel-
lula¨re Nukleasen abgebaut. Dieser Mechanismus dient der Zelle sowohl zum Schutz
vor Fremd-RNA als auch zur zellinternen Regulation.
siRNAs ko¨nnen jedoch auch direkt von außen in die Zelle eingebracht werden. Die
molekularbiologische Forschung setzt synthetisch hergestellte siRNAs ein, um durch
RNA Interferenz (RNAi) die Expression von spezifischen Zielgenen zu verringern. Die
siRNAs werden in vitro in isolierte Zellen transfiziert und die mRNA des Zielgens dar-
aufhin abgebaut. Durch die resultierende Verringerung der Genprodukte (transienter
Gen-Knockdown) ko¨nnen Hinweise auf die physiologische Bedeutung des betreffenden
Gens erhalten werden (Tuschl, 2001). Die zugeho¨rigen Transfektionssysteme beste-
hen aus kationischen Polymeren und Lipiden, welche die siRNAs gegenu¨ber Nuklease-
Abbau in der Zelle schu¨tzen (Chien et al., 2005).
Die Zellen wurden 1 Tag vor der Transfektion in Medium ohne jegliche Antibiotika-
zusa¨tze in Zellkulturschalen ausgesa¨t. Direkt vor der Transfektion wurde das normale
Kulturmedium gegen Serum-freies OptiMEM ausgetauscht. Die Transfektion wurde
mit DharmaFECTTM siRNA Transfection Reagent gema¨ß dem Protokoll des Her-
stellers (Dharmacon, Thermo Fischer Scientific) durchgefu¨hrt. Das Transfektionsrea-
genz wurden zur Transfektion 1 : 50 mit Opti-MEM verdu¨nnt und 5 min bei RT
inkubiert. Die siGENOME R© SMARTpool R© Reagenzien (finale Konzentration: 75 nM
siRNA) wurden ebenfalls in OptiMEM angesetzt, mit dem verdu¨nnten Transfekti-
onsreagenz gemischt und 20 min bei RT inkubiert. Anschließend wurde das siRNA/
DharmaFECTTM-Gemisch auf die Zellen pipettiert und 5 h bei 37 ◦C im Brutschrank
inkubiert. Danach wurde 3 x Medium (OptiMEM mit 30 % FKS) hinzugefu¨gt und die
Zellen nun in Medium mit 10 % FKS weitere 48 h kultiviert.
siGENOME R© SMARTpool R© Reagenzien von Dharmacon (Thermo Fischer Scienti-
fic):
• human STAT1: M 003543-01-0005
• human STAT3: M 003544-02-0005
5 x siRNA-Puffer 100 mM KCL
30 mM HEPES (pH 7,5)
1 mM MgCl2
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2.14 Proteinchemische und immmunologische
Methoden
2.14.1 Herstellung von Zelllysaten
Zellen wurden zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und in 200–500 µl Triton-
Lysispuffer mit Proteaseinhibitoren von den Zellkulturplatten geschabt. Die Zellsus-
pension wurden in Eppendorfgefa¨ße u¨berfu¨hrt, 30 min auf Eis inkubiert, gevortext
und bei 13 000 rpm 10 min abzentrifugiert. Der U¨berstand, der dem Zelllysat ent-
spricht, wurde in ein neues Eppendorfgefa¨ß u¨berfu¨hrt und die Proteinkonzentration
nach Bradford bestimmt. Zur Lagerung wurden die Lysate bei -20 ◦C aufbewahrt.
Triton-Lysispuffer 20 mM Tris/HCl (pH 7.6)
150 mM NaCl
10 mM NaF
1 % Triton X-100
Inhibitoren 1 mM Na-Vanadat
1 mM PMSF
5 mg/ml Aprotinin
5 mg/ml Leupeptin
2.14.2 Proteinbestimmung nach Bradford
Bei der Proteinbestimmung nach Bradford handelt es sich um eine Methode zur Quan-
tifizierung von Proteinen, die im Prinzip von Bradford beschrieben wurde (Bradford,
1976). Der im Bradfordreagenz enthaltene Farbstoff Coomassie Brilliant Blau G-250
bildet dabei mit den Proteinen im Zelllysat Komplexe. Dadurch kommt es zur Ver-
schiebung des Absorptionsmaximums von 465 nm auf 595 nm. Die Zunahme der Ab-
sorption bei 595 nm durch die Bildung des Komplexes wird photometrisch gegen das
freie Farbreagenz (Leerwert) gemessen. Sie ist ein Maß fu¨r die Proteinkonzentration
der Lo¨sung. Hier wurde das Bradfordreagenz Bio-Rad Protein Assay Testsystem (Bio-
Rad, Mu¨nchen) verwendet, das zuna¨chst 1 : 5 mit Wasser verdu¨nnt wurde. 1 ml dieser
Lo¨sung wurde dann mit 2 µl Proteinlo¨sung vermischt und nach einer Inkubation von
10 min erfolgte die photometrische Messung bei der Wellenla¨nge von 595 nm. Mit
Hilfe einer Eichkurve, die fu¨r BSA aufgestellt wurde, konnte der Faktor zur genauen
Berechnung der Proteinmengen ermittelt werden (die Extinktion bei 595 nm von 0,063
entspricht 1 µg).
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2.14.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese werden Proteine in einem elektrischen
Feld ihrem Molekulargewicht entsprechend aufgetrennt. Die Eigenladungen der Prote-
ine mu¨ssen dafu¨r durch Anlagerung des anionischen Detergenz Natriumdodecylsulfat
(Sodium Dodecyl Sulfate, SDS) u¨berdeckt werden. Die Proteine besitzen im Komplex
mit SDS eine negative Nettoladung. Bei der Probenvorbereitung werden die Proteine
außerdem durch Hitze denaturiert und eventuell vorhandene Disulfidbru¨cken durch
Zusatz von Thiolverbindungen (β-Mercaptoethanol) reduziert. Dies geschah durch die
Verwendung von 4 x Laemmli-Ladepuffer und das Aufkochen der Proteinproben fu¨r 5
min bei 85 ◦C. Die SDS-Proteinkomplexe besitzen jetzt ein konstantes Ladungs-Masse-
Verha¨ltnis und ko¨nnen nun proportional ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden.
Dies geschah nach Laemmli mittels diskontinuierlicher Elektrophorese in einer verti-
kalen Flachgelkammer (Whatman Biometra R©, Go¨ttingen), die eine Polyacrylamidma-
trix aus Sammelgel und Trenngel enthielt (Laemmli, 1970). Im 3%igen Sammelgel (pH
6,8) wurden die Proteine fokussiert und anschließend im engmaschigeren 8–12%igen
Trenngel (pH 8,8) aufgetrennt. Neben den Proteinproben wurde der Gro¨ßenstandard
Precision Plus ProteinTM Standards dual Color (Bio-Rad, Mu¨nchen) aufgetragen.
Acrylamidlo¨sung 30 % Acrylamid4K-Solution (Applichem)
29 % Acrylamid
1 % Bisacrylamid
4 x Sammelgelpuffer 0,5 M Tris/HCl (pH 6,8)
0,4 % SDS
4 x Trenngelpuffer 1,5 M Tris/ HCl (pH 8,8)
0,4 % SDS
4 x Laemmli-Ladepuffer 250 mM Tris/HCl (pH 6,8)
8 % SDS
40 % Glycerin
20 % β-Mercaptoethanol
0,4 % Bromphenolblau
10 x SDS-Laufpuffer 0,25 M Tris-Base (pH 8,3)
1,92 M Glycin
1 % SDS
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2.14.4 Proteintransfer auf eine Tra¨germatrix (Western Blot)
Die in der SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden mittels We-
stern Blot in einem semidry-Verfahren auf eine Tra¨germatrix transferiert. Als Tra¨ger-
matrix wurde hier eine PVDF (Polyvinylidenfluorid)-Membran (BioTraceTM PVDF
Membrane, Pall Gelman Laboratory, Dreieich) verwendet. Diese wurde zuna¨chst auf
die Gro¨ße des Polyacrylamidgels zugeschnitten, mit Methanol behandelt, mit Wassser
abgespu¨lt und 15 min in Anodenpuffer II a¨quilibriert. Das Polyacrylamidgel wurde 5
min in Kathodenpuffer a¨quilibriert. In einer Western Blot-Apparatur wurden vier in
Anodenpuffer I und zwei in Anodenpuffer II getra¨nkte Whatman R© GB005 Filterpa-
piere (Whatman Internat. Ltd. Maistone, England) in Gelgro¨ße luftblasenfrei u¨berein-
ander geschichtet. Darauf wurden die PVDF-Membran, das Gel und schließlich vier
in Kathodenpuffer getra¨nkte Filter gelegt. Die Kammer wurde mit einem Gewicht
von 1 kg beschwert, um einen konstanten Stromfluß zu gewa¨hrleisten. Der Protein-
transfer erfolgte je nach Molekulargewicht des gewu¨nschten Proteins fu¨r mindestens
1h bei einer Stromsta¨rke von 0,8 mA/cm2. Nach dem Transfer der Proteine auf die
PVDF-Membran wurde diese in TBS-N bei 4 ◦C gelagert oder direkt fu¨r die folgende
Immundetektion behandelt.
Anodenpuffer I 300 mM Tris-Base (pH 10,4)
20 % Methanol (v/v)
Anodenpuffer II 25 mM Tris-Base (pH 10,4)
20 % Methanol (v/v)
Kathodenpuffer 40 mM β-Aminocapronsa¨ure
20 % Methanol (v/v)
0,01 % SDS (w/v)
5 x TBS-N 2 M Tris-HCl (pH 7,5)
5 M NaCl
0,5 % Nonidet P-40/ Igepal CA 630
2.14.5 Blocken
Bevor eine Immundetektion von Proteinen auf einer Tra¨germembran durchgefu¨hrt wer-
den kann, mu¨ssen die noch vorhandenen Proteinbindungsstellen auf der Blotmembran
abgesa¨ttigt werden. Hier wurde 30 min mit einer Lo¨sung aus 10 % BSA in TBS-N
blockiert. Anschließend wurde das u¨berschu¨ssige BSA mit TBS-N weggewaschen.
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2.14.6 Immundetektion
Prima¨re Antiko¨rper wurden 1 : 1000, sekunda¨re Antiko¨rper 1 : 2000 in TBS-N verdu¨nnt
und eingesetzt. Die Inkubation der Blot-Membran mit Prima¨rantiko¨rper erfolgte fu¨r
mindestens 1 h bei RT oder u¨ber Nacht bei 4 ◦C. Anschließend wurde die Mem-
bran 3 × 5 min mit TBS-N gewaschen, um ungebundene Antiko¨rper zu entfernen.
Danach wurden die Immunkomplexe aus Protein und Prima¨rantiko¨rper mit einem
polyclonalen Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase, HRP) konjugierten Se-
kunda¨rantiko¨rper fu¨r 1 h bei RT inkubiert. Dieser Antiko¨rper ist gegen den Fc-Teil des
Prima¨rantiko¨rpers gerichtet und sorgt fu¨r eine Signalamplifikation. Nach drei weiteren
Waschzyklen (1× 15 min, 2× 5 min) mit TBS-N, erfolgte die Inkubation der Membran
mit einer Lumineszenz-Lo¨sung. Hier wurde das Lumineszenz-System (Pierce Luminol
Enhancer Solution, Pierce, Thermo Fisher Scientific, Inc. Waltham MA, USA) ver-
wendet. Das Luminol der Lumineszenz-Lo¨sung dient als Substrat fu¨r die Peroxidase
des Sekunda¨rantiko¨rpers. In Anwesenheit von Wasserstoffperoxid kommt es zur Oxi-
dation des Luminols. Nach wenigen Sekunden wurde die Lumineszenz entweder mit
Hilfe eines Ro¨ntgenfilms (Amersham HyperfilmTMECL, GE Healthcare, Buckinghams-
hire, UK) oder mittels LAS 4000 (Luminescent Image Analyser, FUJIFILM) erfasst.
Die Aufbewahrung des Blots erfolgte entweder in TBS-N oder trocken in einer Fo-
lie. Wenn weitere Detektionen mit der Membran durchgefu¨hrt werden sollten, wurden
die Antiko¨rperkomplexe von der Membran entfernt. Dazu erfolgte eine Inkubation in
Stripping-Puffer bei 70 ◦C fu¨r 25 min.
Stripping-Puffer (pH 6,7) 62,41 mM Tris-Base
20 % SDS
0,076 % β-Mercaptoethanol (v/v) vor Gebrauch
2.14.7 Immun- bzw. Koimmunpra¨zipitation von Proteinen
aus Zelllysaten
Mit Hilfe der Immunpra¨zipitation kann ein bestimmtes Protein spezifisch aus Lysaten
gefa¨llt werden. Zelllysate wurden mit einem spezifischen Antiko¨rper (1 µg/Ansatz),
der das zu pra¨zipitierende Protein erkennt, bei 4 ◦C im Rotationsschu¨ttler u¨ber Nacht
inkubiert. Anschließend erfolgte eine Inkubation mit Protein-A-Sepharose (Amersham,
Freiburg; 2,5 mg/Ansatz) fu¨r 1 h ebenfalls bei 4 ◦C unter Rotation. Durch Zentrifu-
gation wurden die Sepharose und der gebundene Protein-Antiko¨rper-Komplex sedi-
mentiert. Nach dreimaligem Waschen mit Waschpuffer, der nur 0,1 % des Detergenz
des verwendeten Lysispuffer enthielt, wurde die Sepharose in 25 µl 2 x Laemmli-
Puffer resuspendiert. Das gebundene Protein wurde durch Aufkochen bei 95 ◦C fu¨r 5
min abgelo¨st. Durch SDS-PAGE, Western-Blotting und Immundetektion konnte das
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pra¨zipitierte Protein anschließend nachgewiesen werden. Auf dem gleichen System
beruht die Koimmunpra¨zipitation, mit der Protein-Protein-Interaktionen nachgewie-
sen werden ko¨nnen. Auch hierbei wird mit einem spezifischen Antiko¨rper und der
Protein-A-Sepharose ein bestimmtes Protein aus dem Lysat pra¨zipitiert. Sofern eine
Interaktion mit einem anderen Protein stattgefunden hat, wird dieses mitpra¨zipitiert.
Die Durchfu¨hrung erfolgte wie bei der Immunpra¨zipitation.
2.14.8 Proteinpra¨zipitation mit biotinylierten Peptiden
Mit Hilfe biotinylierter Peptide ko¨nnen ebenfalls Proteine aus Zelllysaten pra¨zipitiert
werden. Die Proteine binden hierbei an die spezifische Peptid-Sequenz. Die biotiny-
lierten Peptide (ca. 6 µl 0,5 mM Peptid/Ansatz) wurden zuna¨chst 1–3 h bei 4 ◦C
im Rotationsschu¨ttler an NeutrAvidin-Sepharose (Pierce, Bonn) (5 mg/100 µl) ge-
koppelt. Nach gru¨ndlichem Waschen der Sepharose mit Puffer S wurden Zelllysate,
die ebenfalls in Puffer S hergestellt wurden, zugegeben. Die Inkubation erfolgte ca. 4
Stunden bei 4 ◦C unter Rotation. Anschließend wurde wiederum gru¨ndlich mit dem
Puffer S gewaschen und die Komplexe in 25–30 µl 2 x Laemmli-Puffer aufgenommen
und zur Denaturierung 5 min aufgekocht. Sofern eine Interaktion zwischen der Pep-
tidsequenz und dem Protein stattgefunden hatte, konnte das Protein im Pra¨zipitat
durch SDS-PAGE, Western-Blotting und Immundetektion nachgewiesen werden.
In dieser Arbeit wurden folgende Phosphopeptide verwendet:
PDGFRβ pY740: Biotin-βA-GESDGG-Yp-MDMSKDE
PDGFRβ pY751: Biotin-βA-KDESVD-Yp-VPMLDMK
PDGFRβ pY763: Biotin-βA-MKGDVK-Yp-ADIESSN
PDGFRβ pY771: Biotin-βA-DIESSN-Yp-MAPYDNY
PDGFRβ pY775: Biotin-βA-SNYMAP-Yp-DNYVPSA
PDGFRβ pY1009: Biotin-βA-DTSSVL-Yp-TAVQPNE
PDGFRβ pY1021: Biotin-βA-NEGDND-Yp-IIPLPDP
Die biotinylierten Phosphopeptide wurden freundlicherweise von Herrn Dr. rer. nat.
R. Volkmer-Engert (Berlin) zur Verfu¨gung gestellt.
Puffer S 150 mM NaCl
50 mM Tris/HCl
0,1 mM EDTA
10 % Glycerin
0,5 % Nonidet P40
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2.15 Reportergen-Assay
Die Analyse genregulatorischer Eigenschaften von Proteinen kann mittels Reportergen-
Assays durchgefu¨hrt werden. Das Reportergenkonstrukt bestand zum einen aus der
Promotorsequenz des α2M-Promotors, der zwei Bindungsstellen fu¨r den Transkripti-
onsfaktor STAT3 entha¨lt und zum anderen aus der kodierenden Sequenz der Luzi-
ferase, deren Induktion mit Hilfe des Luziferase-Assay-Kits (Promega, Madison, USA)
nach Herstellerangaben im Luminometer gemessen wurde. HepG2-Zellen wurden ne-
ben dem Reportergenkonstrukt pGL3α2M-215Luc (5–6 µg) und den zu untersuchen-
den DNA-Konstrukten zusa¨tzlich mit einem Kontrollplasmid pCH-110 (1,5 µg), das fu¨r
die β-Galactosidase kodiert, transient transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen u¨ber
Nacht mit den entsprechenden Zytokinen stimuliert und mit dem Reporterlysispuffer
(Promega, Madison, USA) behandelt. Neben dem Luziferase-Assay wurde zum Anglei-
chen unterschiedlicher Transfektionseffizienzen die β-Galactosidase-Aktivita¨t gemes-
sen. Dazu wurden 100 µl der Zelllysate mit 500 µl β-GAL-Mix und 100 µl des synthe-
tischen β-Galactosidase-Substrats ONPG (Ortho-Nitrophenyl-galactopyranosid) ge-
mischt. Als Kontrolle wurde eine Probe verwendet, die anstatt Zelllysat 100 µl Lysis-
puffer enthielt. Die Reaktion wurde fu¨r 30–60 Minuten bei 37 ◦C gestartet und nach
einer sichtbaren Gelbfa¨rbung der Proben mit 250 µl 1 M Na2CO3 gestoppt. Ortho-
Nitrophenyl-galactopyranosid wird bei dieser Reaktion durch die β-Galactosidase zu
Ortho-Nitrophenol hydrolysiert. Die OD der Proben wurde bei einer Wellenla¨nge von
420 nm gemessen.
β-GAL-Mix 60 mM Na2HPO4
40 mM NaH2PO4
1 mM KCl
1 mM MgCl2
3,8 µl/l β-Mercaptoethanol
ONPG 1 mg/ml 2-Nitrophenyl-β-D-galactopyranosid
2.16 Migrationsassay
Die Migration wurde in einem modifizierten Boyden-Kammer-System (siehe Abbil-
dung 2.2) analysiert. Das Prinzip beruht darauf, dass Zellen in einen Einsatz (Trans-
well), der in einer Zellkulturschale ha¨ngt, ausgesa¨t werden und durch die poro¨se Mem-
bran des Einsatzes wandern. Dabei fallen Suspensionszellen auf den Boden der Zell-
kulturschale und adha¨rente Zellen wandern auf die Unterseite der Membran. Nach 3–4
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h ko¨nnen die migrierten Zellen ausgeza¨hlt werden. Die verwendeten Einsa¨tze waren
Transwells mit einer Polycarbonatmembran mit 8 µm großen Poren fu¨r 24-Wellplatten
von Corning Costar, Bodenheim. Vor dem Experiment wurden diese mit humanem Fi-
bronektin (5 µg/cm2) aus Plasma (BD, Biosiences, Heidelberg) beschichtet. Die Zellen
wurden je nach Bedarf mittels Trypsin von den Kulturschalen gelo¨st und in einer Dich-
te von 1 x 105 Zellen/100 µl Medium (ohne FKS) in die Einsa¨tze gegeben. In dem
Well, in dem die Einsa¨tze hingen, befanden sich 800 µl Medium ohne FKS. Nach einer
Inkubation der Zellen bei 37 ◦C und 5 % CO2 fu¨r 30 min sollten diese eine dichte
Schicht in den Einsa¨tzen u¨ber den Poren gebildet haben. Dann wurden die Einsa¨tze
mit den Zellen in Wells mit Zytokin-haltigem (20 ng/ml) Medium u¨berfu¨hrt. Nach 4
h konnten die migrierten Suspensionszellen am Boden der Gefa¨ße der 24-Wellplatte
mit Hilfe eines Lichtmikroskops geza¨hlt werden. Dabei wurden pro Well jeweils vier
zufa¨llig ausgewa¨hlte Gesichtsfelder ausgeza¨hlt. Migrierte adha¨rente Zellen wurden auf
der Unterseite der Membran zuna¨chst mit Formaldehyd fixiert, mit 0,1 % Kristallvio-
lett fu¨r 20 min bei RT gefa¨rbt, gru¨ndlich mit H2O bidest. gewaschen und anschließend
fotografiert.
Abbildung 2.2: Modell einer modifizierten Boyden-Kammer
Zellen werden in Medium ohne FKS in die obere innere Kammer auf die perforierte Mem-
bran ausgesa¨t. In die untere a¨ußere Kammer wird zu Beginn des Experiments Medium mit
Stimulus gegeben. Je nach verwendetem Zelltyp befinden sich migrierte Suspensionszellen
nach einer Inkubationszeit am Boden der a¨ußeren Kammer und migrierte adha¨rente Zellen
an der Unterseite der Membran des Transwells.
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BrdU(Bromodeoxyuridin)-Assay
Eine Methode, die Proliferation von eukaryotischen Zellen zu messen, ist der BrdU-
Assay (Porstmann et al., 1985) (Magaud et al., 1988). Hierbei handelt es sich um
eine nicht radioaktive Alternative zur [3H]-Thymidin-Inkorporations-Methode. Als
Thymidin-Analogon wird BrdU (5-Bromo-2’-deoxyuridin) verwendet, welches auf a¨hn-
liche Weise wie die herko¨mmliche Base in die DNA eingebaut wird. In diesem Assay
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wird somit die DNA-Synthese als direkter Ausdruck der proliferativen Aktivita¨t von
Zellen gemessen. Die Detektion und Quantifizierung der markierten DNA-Moleku¨le
erfolgt u¨ber monoklonale Antiko¨rper. Fu¨r diesen Versuch wurden die Zellen 48 h mit
10 µM BrdU inkubiert und wie gewu¨nscht stimuliert. Anschließend wurden sie ge-
erntet, gewaschen und unter Vortexen mit 70 % eiskaltem Ethanol fixiert. Nach einer
Inkubation von 30 min wurden die fixierten Zellen zentrifugiert (5 min, 2000 rpm) und
zweimal mit PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen in 2 M HCL resuspendiert
und 30 min bei RT unter weiterem Vortexen inkubiert. Nach erneutem Zentrifugie-
ren und drei weiteren Waschschritten wurden die permeabilisierten Zellen mit einem
FITC (Fluorescein-5-isothiocyanat)-konjugierten BrdU-Antiko¨rper 20 min bei RT im
Dunkeln inkubiert. Nach weiteren Waschzyklen erfolgte die Detektion mittels Durch-
flusszytometrie in einem FACScalibur (Becton Dickinson, Heidelberg).
Beim fluorescence activated cell sorting (FACS) handelt es sich um eine Methode
zur Messung von Eigenschaften von Zellen. Das Prinzip beruht auf der Emission von
optischen Signalen, wenn eine Zelle einen Laserstrahl passiert. Zellen werden durch
eine Kapillare gesaugt und passieren im Sensormodul einzeln einen Laserstrahl. Die
Zellen streuen einen Teil des Lichts, welches mittels Detektoren nachgewiesen wird.
Die Menge des gestreuten Lichts korreliert mit der Gro¨ße und der Komplexita¨t der
Zelle. Dabei ha¨ngt das Vorwa¨rtsstreulicht (FSC = forward scatter) vom Volumen der
Zelle ab. Das Seitwa¨rtsstreulicht (SSC = side scatter) wird von der Granularita¨t der
Zelle, der Gro¨ße und Struktur ihres Zellkerns und der Menge der Vesikel beeinflusst.
In diesem BrdU-Assay wurde der Farbstoff FITC des BrdU-konjugierten Antiko¨rpers
im FACS mit einem 488 nm Argonlaser angeregt und emittiertes Licht mit einer Wel-
lenla¨nge von 520 nm detektiert.
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3.1 IL-6- und PDGF-Signaltransduktion
3.1.1 STAT-Aktivierung durch IL-6 und PDGF
Konzentrationsabha¨ngige Aktivierung von Signalwegen durch IL-6 und
PDGF
Zahlreiche Referenzen weisen auf eine STAT-Aktivierung durch PDGF hin. In die-
sem Experiment sollte die STAT-Phosphorylierung nach PDGF-Stimulation unter-
sucht werden und mit der STAT-Phosphorylierung durch IL-6 verglichen werden. Da-
zu wurden NIH 3T3 Zellen fu¨r 15 min mit IL-6/sIL-6R und PDGF-BB in Konzen-
trationen von 5–100 ng/ml stimuliert. Die Zelllysate wurden anschließend im Western
Blot analysiert. Die Abbildung 3.1 zeigt eine deutliche Phosphorylierung von STAT3
und STAT1 nach Stimulation mit IL-6. Mit 5 ng/ml IL-6 wird bereits eine STAT3-
Phosphorylierung erreicht, die bis zur Konzentration von 50 ng/ml IL-6 kontinuierlich
zunimmt (Spuren 2–5). Ab 50 ng/ml IL-6 scheint eine Sa¨ttigung eingetreten zu sein
(Spuren 5–6). STAT1 wird durch IL-6 insgesamt etwas schwa¨cher phosphoryliert. Eine
deutliche Phosphorylierung erkennt man hier ab 20 ng/ml IL-6 (Spur 4). Nach PDGF-
Stimulation konnte in diesen Zellen weder STAT3- noch STAT1-Phosphorylierung de-
tektiert werden (Spuren 7–11). Auch hohe Dosen PDGF-BB von 100 ng/ml fu¨hrten zu
keiner Aktivierung. Die Funktionalita¨t von PDGF-BB konnte durch die Aktivierung
von PLCγ besta¨tigt werden. Hier zeigt der Western Blot eine konzentrationsabha¨ngige
Phosphorylierung durch PDGF-BB (Spuren 7–11).
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Abbildung 3.1: Konzentrationsabha¨ngige Aktivierung von IL-6- und PDGF-
Signalwegen in NIH 3T3 Zellen
NIH 3T3 Zellen wurden fu¨r 4 h in Serum-freiem Medium gehungert und anschließend
unstimuliert belassen, fu¨r 15 min mit 5, 10, 20, 50, und 100 ng/ml IL-6 und 0,5 µg sIL-6R
oder 5, 10, 20, 50, und 100 ng/ml PDGF-BB stimuliert. Die Zelllysate wurden mittels SDS-
PAGE aufgetrennt. Die Proteine wurden nach dem Western Blot mit phosphospezifischen
Antiko¨rpern und anschließender Gegenfa¨rbung detektiert.
Kinetik mit IL-6 und PDGF
Im ersten Experiment wurden die Zellen fu¨r eine Dauer von 15 min stimuliert. Hier soll-
te nun die STAT-Phosphorylierung nach weiteren Stimulationszeiten u¨berpru¨ft wer-
den. Dazu wurden NIH 3T3 Zellen fu¨r 30 min, 2 h, 4 h, und 8 h mit IL-6/sIL-6R oder
mit PDGF-BB stimuliert. Als Konzentration wurden hier sowohl fu¨r IL-6 als auch fu¨r
PDGF 20 ng/ml eingesetzt. Die Abbildung 3.2 zeigt den Western Blot der Zelllysa-
te. Nach IL-6 zeigt sich fu¨r alle Stimulationszeiten eine starke Phosphorylierung von
STAT3 (Spuren 2–5). Die Phosphorylierung von STAT1 fa¨llt sehr viel schwa¨cher aus
und ist fast nur nach 30 min detektierbar (Spur 2). Die MAPK ERK1/2 wird durch
IL-6 ebenfalls deutlich phosphoryliert. Bei la¨ngeren Stimulationszeiten wird das Si-
gnal etwas schwa¨cher. PDGF-Stimulation fu¨hrt zur Phosphorylierung von PLCγ und
ERK1/2, die mit zunehmender Stimulationsdauer leicht abnimmt (Spuren 6–9). Eine
STAT-Phosphorylierung nach PDGF-Stimulation ist dagegen nicht zu detektieren.
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Abbildung 3.2: Kinetik mit IL-6 und PDGF in NIH 3T3 Zellen
NIH 3T3 Zellen wurden fu¨r 4 h in Serum-freiem Medium gehungert und anschließend
unstimuliert belassen oder fu¨r 0,5, 2, 4, und 8 h mit 20 ng/ml IL-6 und 0,5 µg sIL-6R oder
20 ng/ml PDGF-BB stimuliert. Die Zelllysate wurden mit Tritonlysispuffer hergestellt
und mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die Proteine wurden nach dem Western Blot mit
phosphospezifischen Antiko¨rpern und anschließender Gegenfa¨rbung detektiert.
3.1.2 Crosstalk-Experiment mit IL-6 und PDGF
Im folgenden Experiment sollte der crosstalk zwischen IL-6 und PDGF genauer un-
tersucht werden. Es sollte u¨berpru¨ft werden, wie sich unterschiedlich lange Vorstimu-
lationen mit IL-6 und anschließende PDGF-Stimulation auf das Signaling auswirken.
Fu¨r dieses Experiment wurden NIH 3T3 Zellen verwendet. Sie wurden fu¨r 0, 30, und
90 min mit 20 ng/ml IL-6/sIL-6R vorstimuliert und 15 min vor dem Ablaufen der Sti-
mulationsdauer jeweils unstimuliert belassen oder mit 20 ng/ml PDGF-BB stimuliert.
Die Abbildung 3.3 zeigt den Western Blot der erhaltenen Zelllysate. Im unstimulier-
ten Zustand zeigt sich keine konstitutive Aktivita¨t (Spur 1). Nach 15 min PDGF
erkennt man eine schwache Phosphorylierung von ERK1/2 und STAT1 und eine star-
ke Phosphorylierung von PLCγ (Spur 2). Nach 30 min IL-6 ist eine starke STAT1- und
STAT3-Phosphorylierung zu detektieren (Spur 3). Nach 30 min IL-6 und 15 min PDGF
im crosstalk erkennt man die fu¨r PDGF typische Phosphorylierung von ERK1/2 und
PLCγ (Spur 4). In ihrer Intensita¨t entsprechen diese Phosphorylierungen den Phos-
phorylierungen nach PDGF alleine. Anders sieht es bei den STAT-Phosphorylierungen
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aus. Im crosstalk ist eine starke STAT3- und STAT1-Phosphorylierung zu detektieren
(Spur 4). Die STAT1-Phosphorylierung im crosstalk (Spur 4) ist hier sogar deutlich
sta¨rker als die Addition der einzelnen Phosphosignale (nach 15 min PDGF (Spur 2)
und 30 min IL-6 (Spur 3)). Nach 90 min IL-6 ist sowohl fu¨r STAT1 als auch fu¨r STAT3
nur eine sehr schwache Phosphorylierung zu detektieren (Spur 5). Im crosstalk mit
PDGF-BB wird die STAT3-Phosphorylierung dagegen etwas sta¨rker und die STAT1-
Phosphorylierung deutlich sta¨rker (Spur 6). Die STAT1-Phosphorylierung im crosstalk
(Spur 6) ist hier ebenso wie zum 30 min Zeitpunkt deutlich sta¨rker als die Addition
der einzelnen Phosphosignale (Spur 2 und Spur 5).
Abbildung 3.3: Crosstalk-Experiment mit IL-6 und PDGF in NIH 3T3 Zellen
NIH 3T3 Zellen wurden fu¨r 4 h in Serum-freiem Medium gehungert und anschließend in der
angegebenen Weise fu¨r 30 und 90 min mit 20 ng/ml IL-6 und 0,5 µg sIL-6R und vor Ende
dieser Stimulationszeiten fu¨r 15 min mit 20 ng/ml PDGF-BB stimuliert. Die Zelllysate
wurden mit Tritonlysispuffer hergestellt und die enthaltenen Proteine mittels SDS-PAGE,
Western Blot, phosphospezifischen Antiko¨rpern und entsprechender Gegenfa¨rbung analy-
siert. (Experiment von U. Sommer)
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3.2 SOCS3-Phosphorylierung im crosstalk von
IL-6 und PDGF
3.2.1 PDGF versta¨rkt Phosphorylierung von
IL-6-induziertem SOCS3
Die Aktivierung von STAT3 durch IL-6 fu¨hrt unter anderem zur Induktion von feed-
back Inhibitoren der SOCS-Familie. Es wurde berichtet, dass zwei Tyrosine in der
SOCS-Box von SOCS3 nach IL2, EPO, EGF, und PGDF phosphoryliert werden. In
unserer Arbeitsgruppe wurde von Ulrike Sommer ein neuer crosstalk -Mechanismus
gefunden, bei dem das IL-6-induzierte SOCS3 durch PDGF phosphoryliert wird. Im
folgenden Experiment wurden NIH 3T3 Zellen fu¨r 0, 30, und 90 min mit 20 ng/ml
IL-6/sIL-6R vorstimuliert und 15 min vor dem Ablaufen der Stimulationsdauer je-
weils unstimuliert belassen, mit 50 ng/ml PDGF-AB oder -BB stimuliert. Mit den
Zelllysaten wurde anschließend eine SOCS3-Immunpra¨zipitation durchgefu¨hrt und im
Western Blot sowohl SOCS3 als auch das phosphorylierte Protein detektiert. Nach
90 min IL-6 la¨sst sich SOCS3 pra¨zipitieren und detektieren (Spur 7). Phosphorylier-
tes SOCS3 ist nicht zu detektieren. Dieses la¨sst sich allerdings im crosstalk nach 90
min IL-6 mit zusa¨tzlicher Stimulation mit PDGF-AB und -BB pra¨zipitieren (Spur 8
und 9). Zur Kontrolle der IL-6-Aktivita¨t wurden zusa¨tzlich die Lysate im Western
Blot auf phosphoryliertes STAT3 analysiert. Hier erkennt man nach 30 min IL-6 eine
deutliche Bande (Spur 4), die nach 90 min sehr schwach ist (Spur 7). Die Abbildung
der SOCS-IP zeigt neben dem pra¨zipitierten SOCS3 eine große Anzahl verschiedener
Proteinbanden. Hier handelt es sich um leichte und schwere Ketten des Antiko¨rpers,
unspezifisch gebundene Proteine und mo¨gliche Interaktionspartner von SOCS3. Hier
fa¨llt besonders ein von uns bisher nicht identifiziertes Protein von ca. 60-70 kDa auf,
welches mit dem phosphorylierten SOCS3 im crosstalk von IL-6 und PDGF-AB und
-BB kopra¨zipitiert wird (Spuren 8 und 9).
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Abbildung 3.4: Phosphorylierung von IL-6-induziertem SOCS3 durch PDGF
NIH 3T3 Zellen wurden fu¨r 5 h gehungert, mit 10 µM MG132 behandelt und anschließend
in der angegebenen Weise mit 20 ng/ml IL-6 und 0,5 µg/ml sIL-6R und fu¨r 15 min mit 50
ng/ml PDGF-AB oder -BB stimuliert. Aliquots der Zelllysate (TCL) wurden direkt mit-
tels SDS-PAGE, Western Blot und entsprechenden Antiko¨rpern analysiert. Mit dem Rest
der Lysate wurde eine Immunpra¨zipitation mit dem SOCS3-Antiko¨rper FA1017 (Fusion
Antibodies, Belfast; UK) durchgefu¨hrt. Die pra¨zipitierten Proteine wurden anschließend
ebenfalls in der oben beschriebenen Weise analysiert. Bei der mit ’?’ markierten Ban-
de handelt es sich um ein von uns bisher nicht identifiziertes Protein, welches mit dem
phosphorylierten SOCS3 kopra¨zipitiert wird. (Experiment von U. Sommer)
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3.2.2 Phosphorylierung von IL-6-induziertem SOCS3 durch
den PDGFR
Im folgenden Experiment sollten Hinweise u¨ber die fu¨r die SOCS3-Phosphorylierung
im crosstalk von IL-6 und PDGF verantwortliche Kinase erhalten werden. Es sollte
gekla¨rt werden, ob die Phosphorylierung von SOCS3 direkt durch die Tyrosinkinase-
aktivita¨t des PDGFR erfolgt oder ob eine nachfolgend aktivierte Kinase dafu¨r ver-
antwortlich ist. Dazu wurde ein crosstalk -Experiment mit anschließender SOCS3-IP
unter Einsatz verschiedener Kinase-Inhibitoren durchgefu¨hrt (Abbildung 3.5). SOCS3
wird nach 120 min IL-6 induziert (Spur 3). Ohne Stimulation (Spur 1) und nach 15
min PDGF (Spur 2) ist kein SOCS3 nachweisbar. Zusa¨tzliche Stimulation mit PDGF
phosphoryliert SOCS3 (Spur4). Der Einsatz eines MEK (U0126)-, p38 (SB202190)-,
PI3K (LY294002)-, Jak (JAK Inh. I (JI))- oder PKC (BIMI)-Inhibitors zeigt keine
Beeinflussung der SOCS3-Phosphorylierung (Spuren 5–9). Auch in Anwesenheit der
Inhibitoren im Experiment la¨sst sich phosphoryliertes SOCS3 pra¨zipitieren. Nur der
Inhibitor PP1, der sowohl Src als auch den PDGFR inhibiert, fu¨hrt dagegen zu einem
kompletten Verlust der SOCS3-Phosphorylierung (Spur 10).
Die Funktionalita¨t der verwendeten Kinase-Inhibitoren wurde in den Zelllysaten mit
Hilfe eines Western Blots u¨berpru¨ft und besta¨tigt (Abbildung 3.5 Spuren 11–40).
Hier wurde die Phosphorylierung der Jak-, PI3K-, und MEK-Substrate detektiert.
Der Inhibitor der Januskinasen (JI) reduziert die Phosphorylierung von STAT3 und
STAT1 (Spur 18), der PI3K Inhibitor (LY294002) die Akt- (Spur 27) und der MEK
Inhibitor (U0126) die ERK1/2-Phosphorylierung (Spur 25). Die MAP-Kinase p38
zeigt in Anwesenheit ihres Inhibitors eine versta¨rkte Phosphorylierung (Spur 36). Die
Phosphorylierung des PDGF-Rezeptors ist sowohl mit den phosphospezifischen An-
tiko¨rpern pY99/4G10 als auch mit dem phospho-STAT3- und dem phospho-STAT1-
spezifischem Antiko¨rper zu detektieren. Hier erkennt man eine Phosphorylierung des
PDGF-Rezeptors nach Stimulation mit PDGF (Spuren 12, 14, 32, und 34). Die Inhi-
bitoren der Kinasen MEK, p38, PI3K, Jak, und PKC beeinflussen diese Phosphorylie-
rung nicht (Spuren 15–19 und 35–39). Allerdings zeigen die Lysate der Zellen, die mit
dem Inhibitor PP1 behandelt wurden eine stark reduzierte PDGFR-Phosphorylierung
(Spuren 20 und 40).
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Abbildung 3.5: Phosphorylierung von IL-6-induziertem SOCS3 durch den
PDGFR
NIH 3T3 Zellen wurden in der angegebenen Weise fu¨r 120 min mit 20 ng/ml IL-6 und 0,5
µg/ml sIL-6R und fu¨r 15 min mit 20 ng/ml PDGF-BB stimuliert. SOCS3 wurde aus den
TCL mit dem SOCS3-Antiko¨rper FA1017 pra¨zipitiert und nach elektrophoretischer Auf-
trennung im SDS-PAA-Gel und anschließendem Western Blot mit phosphospezifischem
Antiko¨rper und entsprechender Gegenfa¨rbung identifiziert. Zur U¨berpru¨fung der einge-
setzten Inhibitoren wurden die TCL ebenfalls mittels SDS-PAGE, Western Blot, phos-
phospezifischen Antiko¨rpern und entsprechender Gegenfa¨rbungen analysiert. (Experiment
von U. Sommer)
In einem weiteren Experiment wurde untersucht, ob tatsa¨chlich der PDGFR selbst
und nicht die durch ihn aktivierte Src-Kinase fu¨r die SOCS3-Phosphorylierung ver-
antwortlich ist. Deshalb wurde erneut ein crosstalk -Experiment mit anschließender
SOCS3-IP sowohl in MEF als auch in SYF Zellen durchgefu¨hrt (Abbildung 3.6). Bei
den SYF Zellen handelt es sich um Src, Yes und Fyn defiziente MEF Zellen. Die
SOCS-IP zeigt fu¨r die MEF und die SYF Zellen ein identisches Resultat. Im unstimu-
lierten Zustand la¨sst sich kein SOCS3 pra¨zipitieren (Spuren 1 und 4). IL-6-Stimulation
fu¨hrt sowohl in den MEF als auch in den SYF Zellen zur Induktion von SOCS3. Das
Protein la¨sst sich nach 90 min Stimulation mit IL-6 pra¨zipitieren (Spuren 2 und 5).
Nach 90 min wird IL-6-induziertes SOCS3 durch zusa¨tzliche Stimulation mit PDGF
stark phosphoryliert (Spuren 3 und 6). Die Abwesenheit der Src-Kinasen beeinflusst
die SOCS-Phosphorylierung in den SYF Zellen nicht. Demnach scheinen diese nicht
dafu¨r verantwortlich zu sein. SOCS3 ko¨nnte direkt durch den PDGFR phosphoryliert
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werden. Zur Kontrolle der verwendeten Zelllinen wurden die Lysate im Western Blot
analysiert. Src ist wie erwartet nur in den MEF Zellen (Spuren 1–3) und nicht in den
SYF Zellen (Spuren 4–6) zu detektieren.
Abbildung 3.6: PDGF induzierte SOCS3-Phosphorylierung ist unabha¨ngig von
Src
MEF und SYF Zellen wurden unstimuliert belassen, 90 min mit 20 ng/ml IL-6 stimuliert
und 90 min mit 20 ng/ml IL-6 stimuliert und 15 min vor Ende dieser Stimulationszeit
mit 20 ng/ml PDGF-BB stimuliert. Zelllysate wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt,
auf eine PVDF-Membran u¨bertragen und mit einem phosphospezifischen Src-Antiko¨rper
und entsprechender Src-Gegenfa¨rbung analysiert. SOCS3 wurde aus den TCL zuna¨chst
mit dem SOCS3-Antiko¨rper FA1017 immunpra¨zipitiert und anschließend in der oben be-
schriebenen Weise mit einem phosphospezifischen Antiko¨rper und SOCS3-Gegenfa¨rbung
detektiert. MEF und SYF Zellen wurden vor diesem Experiment mit 10 µM MG132 be-
handelt. (Experiment von U. Sommer)
3.3 Interaktion zwischen SOCS3 und dem PDGFR
3.3.1 Kopra¨zipitation von PDGF-Rezeptoren mit SOCS3
nach transienter Transfektion
Um erste Hinweise auf eine mo¨gliche Interaktion zwischen SOCS3 und den PDGF-
Rezeptoren zu erhalten, wurden Koimmunpra¨zipitationen (Ko-IP) durchgefu¨hrt. Da-
zu wurden HEK 293 Zellen transient mit einem PDGFR-Expressionsvektor, einem
SOCS3-Expressionsvektor, einem PDGFR- und einem SOCS3-Expressionsvektor oder
einem mock -Vektor transfiziert. Am folgenden Tag wurden die Zellen jeweils fu¨r 15 min
mit PDGF stimuliert oder unstimuliert belassen. Anschließend wurden direkt Zelllysa-
te hergestellt und eine Ko-IP mit Protein A-Sepharose und einem SOCS3-spezifischen
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Antiko¨rper durchgefu¨hrt. Dieses Experiment wurde sowohl fu¨r den PDGFRβ als auch
fu¨r den PDGFRα mit entsprechender Stimulation durch PDGF-BB bzw. PDGF-AA
durchgefu¨hrt. Die Abbildung 3.7 zeigt, dass das transient transfizierte SOCS3 spezi-
fisch pra¨zipitiert wird (Spuren 5 und 6 und Spuren 15 und 16).
Abbildung 3.7: Kopra¨zipitation des PDGF-Rezeptors mit SOCS3
HEK 293 Zellen wurden transient mit einem Leervektor (mock), Expressionsvektoren fu¨r
den PDGFRα bzw. β, SOCS3, PDGFRα bzw. β und SOCS3 transfiziert. Nach 48 h wur-
den die Zellen 4 h in Serum-freiem Medium kultiviert und anschließend fu¨r 15 min mit 20
ng/ml PDGF-AA bzw. -BB stimuliert. Zelllysate wurden mit Tritonlysispuffer hergestellt.
Mit einem spezifischen Flag-Antiko¨rper wurde eine Koimmunpra¨zipitation durchgefu¨hrt.
Pra¨zipitierte Proteine wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran
u¨bertragen und mit einem phosphospezifischen Antiko¨rper (pY99/4G10) detektiert. An-
schließend wurden die Gegenfa¨rbungen der entsprechenden Proteine durchgefu¨hrt.
Eine Sepharosekontrolle, bei der die Sepharose mit dem Zelllysat, aber nicht mit
dem Antiko¨rper inkubiert wurde, ist negativ (Spuren 7 und 8 und Spuren 17 und 18).
Die Sepharose interagiert folglich selbst nicht mit den untersuchten Proteinen. Bei den
Proben der mit SOCS3- und PDGFR-Expressionsvektor transfizierten Zellen, die den
Antiko¨rper enthalten, kann neben dem pra¨zipitierten SOCS3 auch der PDGFR im
Western Blot detektiert werden (Spuren 9 und 10 und Spuren 19 und 20). Der PDG-
FR kann demnach mit SOCS3 kopra¨zipitiert werden. Dies geschieht unabha¨ngig von
der PDGF-Stimulation der Zellen. Allerdings ist der transient transfizierte und damit
u¨berexprimierte Rezeptor konstitutiv aktiv. Das heißt, auch in den unstimulierten Zel-
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len liegt der PDGFR bereits in phosphorylierter aktiver Form vor (Spuren 9 und 19).
Auch das pra¨zipitierte SOCS3 ist in diesen Zellen, die den aktiven PDGFR enthalten,
phosphoryliert. In Zelllysaten von Zellen, die ausschließlich mit SOCS3 transfiziert
wurden, kann unabha¨ngig von der PDGF-Stimulation nur unphosphoryliertes SOCS3
detektiert werden (Spuren 6 und 16). Die Abbildung zeigt, dass sowohl der β- als auch
der α-Rezeptor in der oben beschriebenen Weise mit SOCS3 kopra¨zipitiert werden
konnte.
3.3.2 Peptidpra¨zipitation mit biotinylierten Phosphopeptiden
Es ist bekannt, dass SOCS3 u¨ber die zentrale SH2-Doma¨ne Phosphotyrosinmotive
sowohl in Januskinasen als auch in Rezeptoren wie gp130, GCSF-R und EPO-R bin-
det. Da IL-6 induziertes SOCS3 durch PDGF-Stimulation phosphoryliert wird (Ab-
bildung 3.4) und die beiden PDGF-Rezeptoren -α und -β mit SOCS3 kopra¨zipitiert
werden (Abbildung 3.7), sollte in diesem Experiment untersucht werden, ob SOCS3
auch direkt an die Phosphotyrosinmotive im PDGFR binden kann. Hierzu dienten
Peptidpra¨zipitationen, in denen versucht wurde, SOCS3 mit spezifischen Phospho-
peptiden des PDGFRβ aus Lysaten zu pra¨zipitieren. Die verwendeten Lysate stamm-
ten von transient SOCS3-transfizierten HEK Zellen. Bei den Peptiden handelte es
sich um biotinylierte Phosphopeptide des PDGFRβ, die die phosphorylierten Tyrosi-
ne Y740, Y751, Y763, Y771, Y775, Y1009 und Y1021 enthielten. Zur Immobilisierung
der biotinylierten Peptide wurden diese zuna¨chst mit NeutrAvidin-Sepharose bei 4
◦C unter Schu¨tteln inkubiert. Anschließend erfolgte die Inkubation mit dem Zellly-
sat. Sofern eine Interaktion zwischen SOCS3 und den Rezeptorpeptiden stattgefunden
hatte, konnte SOCS3 u¨ber die an der Sepharose immobilisierten Peptide aus den Lysa-
ten pra¨zipitiert werden. Als Positivkontrollen wurden bekannte Bindungspartner des
PDGF-Rezeptors wie PLCγ, SHP-2 und p85 (PI3K) nachgewiesen. Die Abbildung 3.8
zeigt die Bindung von PLCγ an die bekannte Bindungsstelle pY1021 (Spur 3) und
die Bindung von SHP-2 an die beiden bekannten Bindungsstellen pY763 und pY1009
(Spuren 5 und 8). p85 wird hauptsa¨chlich mit den Phosphopeptiden, die pY740 und
pY751 beinhalten, pra¨zipitiert (Spuren 2 und 4). Allerdings kann auch fu¨r die u¨brigen
Peptide eine sehr schwache unspezifische Interaktion mit p85 nachgewiesen werden.
Die Interaktion von SOCS3 mit den Phosphopeptiden des PDGFR ist nicht eindeutig.
Mit Ausnahme vom Peptid pY771, pra¨zipitieren alle Peptide zumindest kleine Mengen
SOCS3-Protein. Allerdings wird das meiste SOCS3-Protein mit den Phosphopeptiden
pY1009 und pY1021 pra¨zipitiert (Spuren 8 und 3).
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Abbildung 3.8: Peptidpra¨zipitation mit biotinylierten Phosphopeptiden
HEK Zellen wurden transient mit einem SOCS3-Expressionsvektor transfiziert und nach
24 h mit Tritonlysispuffer lysiert. Die biotinylierten Phosphopeptide des PDGFRβ (0,5
mM Peptid/Ansatz) wurden zuna¨chst an NeutrAvidin-Sepharose (5 mg) gekoppelt. An-
schließend erfolgte die Inkubation mit den Zelllysaten. Nach mehrmaligem Waschen wur-
den die Komplexe in Laemmli-Puffer aufgenommen, aufgekocht und nach SDS-PAGE und
Western Blot mit entsprechenden Antiko¨rpern nachgewiesen. (Experiment von T. No¨cker)
3.3.3 Charakterisierung von Flp-In T-REx 293
MCSFR/PDGFR wt und F1009
Der Einfluss der Interaktion zwischen SOCS3 und dem pY1009 des PDGF-Rezeptors
auf die PDGF-Signaltransduktion sollte genauer untersucht werden. Dazu wurden
zuna¨chst Expressionsvektoren fu¨r den chima¨ren MCSFR/PDGFR wt und die Mu-
tante F1009 generiert, die schließlich zur Generation stabiler Flp-In T-REx 293 Zellen
eingesetzt wurden. In einem ersten Experiment wurden diese stabilen Zellen unbehan-
delt belassen, u¨ber Nacht die Rezeptorexpression mit Doxyzyklin induziert oder u¨ber
Nacht mit Doxyzyklin behandelt und anschließend 15 min mit MCSF stimuliert. Es
wurde eine DOX-Konzentration gewa¨hlt, bei der eine deutliche Rezeptorexpression
ohne Autoaktivierung zu beobachten war. In der Abbildung 3.9 ist zu erkennen, dass
der chima¨re MCSFR/PDGFR im uninduzierten Zustand kaum zu detektieren ist.
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Abbildung 3.9: Signaltransduktion in Flp-In T-REx 293 MCSFR/PDGFRβ wt
und F1009
Flp-In T-REx 293 MCSFR/PDGFRβ wt und Flp-In T-REx 293 MCSFR/PDGFRβ F1009
wurden u¨ber Nacht mit 10 ng/ml Doxyzyklin (DOX) induziert, am na¨chsten Tag 4 h in
Serum-freiem Medium kultiviert und anschließend fu¨r 15 min mit 20 ng/ml humanem
MCSF stimuliert. Die TCL wurden gelelektrophoretisch in einem SDS-PAA-Gel aufge-
trennt, auf eine PVDF-Membran u¨bertragen und mit den entsprechenden phosphospezi-
fischen Antiko¨rpern detektiert. Anschließend erfolgte die Gegenfa¨rbung der Proteine.
Es sind ausschließlich sehr schwache Banden zu sehen (Spuren 1 und 4). Konstitu-
tive Aktivita¨t gibt es im unstimulierten Zustand ebenfalls kaum. PLCγ, SHP-2 und
ERK1/2 sind nicht phosphoryliert. Nach Induktion mit Doxyzyklin exprimieren beide
Zelllinien den chima¨ren Rezeptor (wt (Spur 2) bzw. Mutante F1009 (Spur 5)). Nach
zusa¨tzlicher Stimulation mit MCSF wird sowohl der wt als auch die Mutante F1009 des
chima¨ren Rezeptors deutlich phosphoryliert (Spuren 3 und 6). Die Phosphorylierung
des MCSFR/PDGFRβ F1009 erscheint hier etwas schwa¨cher. Allerdings fa¨llt hier auch
die Gegenfa¨rbung etwas schwa¨cher aus. Die Abbildung zeigt außerdem die Phosphory-
lierung von PLCγ, SHP-2 und ERK1/2 nach Stimulation mit MCSF. In der Zelllinie
mit der Rezeptor-Mutante F1009 scheinen die Signalmoleku¨le im Vergleich zum wt
etwas schwa¨cher aktiviert zu sein. Dies betrifft besonders SHP-2 und ERK1/2. Da das
pY1009 des PDGFRβ eine bekannte Bindungsstelle fu¨r SHP-2 darstellt, la¨sst sich die
geringere Phosphorylierung von SHP-2 u¨ber die reduzierte Interaktion dieses Signal-
moleku¨ls mit dem chima¨ren mutierten Rezeptor erkla¨ren. Da die ERK1/2-Aktivierung
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u¨ber SHP-2 erfolgen kann, ko¨nnte die reduzierte Interaktion ebenso eine Erkla¨rung fu¨r
die geringere ERK1/2-Aktivierung sein. Diese Zellen sind somit geeignet, die SOCS3
Interaktion mit dem PDGFR weiter zu untersuchen.
3.4 Einfluss von SOCS3 auf die IL-6- und
PDGF-Signaltransduktion
Der Einfluss von SOCS3 auf den IL-6-Signalweg ist weitgehend bekannt. Hier sollte
nun untersucht werden, ob SOCS3 auch die PDGF-Signalingtransduktion beeinflussen
kann. In diesem Zusammenhang wurden in unserer Arbeitsgruppe bereits 3T3 und 3T3
SOCS3 Zellen von Ulrike Sommer miteinander verglichen. 3T3 und 3T3 SOCS3 Zellen
wurden dazu jeweils fu¨r 0, 0,5 und 1 h mit IL-6/sIL-6R oder PDGF-BB stimuliert.
Es wurde eine SOCS-IP durchgefu¨hrt, die zusammen mit den Zelllysaten im Western
Blot analysiert wurde. In der Abbildung 3.10 ist zu erkennen, dass eine Stimulation
fu¨r 0,5 und 1h mit IL-6 in den 3T3 Zellen zu einer SOCS3-Induktion fu¨hrt (Spuren
2 und 3). Nach PDGF wird dagegen nur sehr wenig SOCS3 induziert (Spuren 4 und
5). Phosphoryliertes SOCS3 ist in den 3T3 Zellen nicht zu pra¨zipitieren (Spuren 1–
5). Im Gegensatz dazu exprimieren die stabilen 3T3 SOCS3 Zellen konstitutiv sehr
große Mengen SOCS3 (Spuren 6–10). Ein kleiner Teil davon ist bereits konstitutiv
phosphoryliert (Spur 6). IL-6-Stimulation fu¨hrt nicht zu einer weiteren Erho¨hung der
SOCS3-Phosphorylierung (Spuren 7 und 8). PDGF fu¨hrt dagegen zu einer sehr star-
ken Phosphorylierung (Spuren 9 und 10).
Der Western Blot der Zelllysate zeigt die Aktivierung der typischen Signalmoleku¨le. IL-
6 fu¨hrt hauptsa¨chlich zur Phosphorylierung von STAT3 (Spuren 2 und 3) und STAT1
(Spuren 12 und 13). ERK1/2 wird leicht phosphoryliert. PDGF fu¨hrt zur Phosphory-
lierung von PDGFR, PLCγ, Akt (Spuren 14 und 15) und ERK1/2 (Spuren 4 und 5).
STAT3 und STAT1 werden verha¨ltnisma¨ßig schwach phosphoryliert.
In den 3T3 SOCS3 Zellen wird die STAT3- und STAT1-Aktivierung stark inhibiert.
Hier zeigen sich nur sehr schwache, kaum detektierbare Phosphosignale nach IL-6-
und PDGF-Stimulation (Spuren 6-10 und 16-20). Auch die u¨brigen Signalmoleku¨le
(PDGFR, PLCγ, Akt und ERK1/2) sind in diesen Zellen sowohl nach IL-6 als auch
nach PDGF schwa¨cher phosphoryliert als in den 3T3 Zellen. Sie scheinen in den 3T3
SOCS3 Zellen inhibiert zu sein. Besonders die Phosphorylierung des PDGFR ist in den
3T3 SOCS3 im Vergleich zu den 3T3 Zellen reduziert. Allerdings zeigt die SOCS-IP
in den 3T3 SOCS3 Zellen, dass der PDGFR nach PDGF-Stimulation SOCS3 stark
phosphorylieren kann. Demnach scheint die Aktivita¨t des PDGF-Rezeptors nicht be-
eintra¨chtigt zu sein.
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Abbildung 3.10: Einfluss von SOCS3 auf die IL-6- und PDGF-Signaltrans-
duktion I
3T3 und 3T3 SOCS3 Zellen wurden fu¨r 4 h in Serum-freiem Medium kultiviert und an-
schließend fu¨r jeweils 0,5 und 1 h mit 20 ng/ml IL-6 und 1 µg/ml sIL-6R oder 20 ng/ml
PDGF-BB stimuliert. SOCS3 wurde mit dem SOCS-Antiko¨rper FA1017 aus den Zell-
lysaten pra¨zipitiert und neben den TCL gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf eine
PVDF-Membran u¨bertragen. Die Detektion der Proteine erfolgte mit den entsprechenden
phosphospezifischen Antiko¨rpern und anschließender Gegenfa¨rbung. (Experiment von U.
Sommer)
TAP-SOCS3 System
Nachdem die Signalwege von IL-6 und PDGF unter stark u¨berexprimiertem SOCS3 in
den 3T3 SOCS3 Zellen untersucht wurde, sollten nun ’physiologischere’ Bedingungen
untersucht werden. Dazu wurden stabile Flp-In T-REx 293 Zellen generiert, die SOCS3
induzierbar exprimieren. In diesem Zusammenhang wurde auf stabile Flp-In T-REx
293 TAP(Tandem Affinity Purification)-SOCS3 Zellen zuru¨ckgegriffen. Als Kontrolle
dienten Flp-In T-REx 293 N-TAP Zellen. Der TAP-tag befindet sich am C-Terminus
des SOCS3-Proteins und besteht aus einem Calmodulin bindenden Peptid (CBP),
einer Schnittstelle fu¨r die TEV(tobacco etch virus) Protease und einem stark IgG-
bindendem Protein A (aus der Zellwand von Staphylococcus aureus). Der TAP-tag wird
in speziellen Proteinaufreinigungen verwendet, um neue Protein-Protein-Interaktionen
aufzudecken.
Die Funktionalita¨t des TAP-SOCS3 Fusionsproteins wurde erst transient in einem
Reportergen-Assay u¨berpru¨ft (Abbildung 3.11).
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Abbildung 3.11: Reportergen-Assay mit TAP-SOCS3
HepG2 Zellen wurden mit einem STAT3 responsiven Luziferase-Reportergenplasmid
(α2M-luc), einem β-Galaktosidase-kodierenden Plasmid als stimulationsunabha¨ngi-
ge Kontrolle sowie einem Leervektor (pcDNA5/FRT/TO) oder einem TAP-SOCS3-
Expressionsvektor (pcDNA5/FRT/TO TAP-SOCS3) transient transfiziert. Die Zellen
wurden fu¨r 17 h mit 20 ng/ml IL-6 stimuliert oder unstimuliert belassen. Anschließend
wurde u¨ber die Messung der Reporterenzym-Aktivita¨t indirekt die Expressionssta¨rke des
Reportergens bestimmt. Um Transfektionsunterschiede auszugleichen, wurde außerdem
die Aktivita¨t der konstitutiv exprimierten β-Galaktosidase gemessen und die Werte der
Luziferaseaktivita¨t mit diesen Werten korrigiert. (Experiment von T. No¨cker)
Dazu wurden HepG2 Zellen mit einem STAT3 responsiven Luziferase-Reportergen-
plasmid (α2M-luc), einem β-Galaktosidase-kodierenden Plasmid sowie einem Leer-
vektor oder einem TAP-SOCS3-Expressionsvektor transient transfiziert. Im unstimu-
lierten Zustand zeigen die Zellen sowohl mit Leervektor als auch mit TAP-SOCS3-
Expressionsvektor kaum Luziferaseaktivita¨t (ca. 5 %). Nach Stimulation mit IL-6
steigt die Luzifeaseaktivita¨t in Anwesenheit des Leervektors deutlich an. In diesem
Fall bindet IL-6 an den IL-6-Rezeptorkomplex und aktiviert die Januskinasen, die
ihrerseits die STATs phosphorylieren. Die aktivierten Transkriptionsfaktoren dime-
risieren und translozieren in den Zellkern. Dort binden sie an die STAT3 responsi-
ven Promotorelemente des α2Makroglobulingens, die dem Luziferasegen vorgeschaltet
sind und aktivieren die Transkription des Reportergens. Das Reporterkonstrukt ist
demnach funktional. Die Luziferaseaktivita¨t, die in Anwesenheit des Leervektors nach
IL-6-Stimulation erreicht wurde, wurde gleich 100 % gesetzt. In Anwesenheit des TAP-
SOCS3 Fusionsproteins wird dagegen nur noch eine Luziferaseaktivita¨t von ca. 6 %
erreicht. Diese Aktivita¨t entspricht in etwa der Luziferaseaktivita¨t im unstimulier-
ten Zustand. Das TAP-SOCS3 Fusionsprotein kann die Aktivierung nahezu komplett
verhindern. Demnach scheint der TAP-tag das SOCS3 Protein nicht in seiner inhibi-
torischen Aktivita¨t zu beeinflussen.
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Fu¨r weitere Versuche wurden die stabilen Flp-In T-REx 293 Zellen, die N-TAP bzw.
TAP-SOCS3 induzierbar exprimieren, zusa¨tzlich mit dem PDGFRβ stabil transfiziert.
In diesen Zellen wird der PDGFR konstitutiv exprimiert, wobei das Expressionslevel
noch nicht zu einer Autoaktivierung des PDGFRβ fu¨hrt.
Diese Zellen wurden mit IL-6 und mit PDGF-BB stimuliert und als Kontrolle unstimu-
liert belassen. Die Zelllysate wurden im Western Blot analysiert (Abbildung 3.12). Die
Flp-In T-REx 293 N-TAP PDGFRβ Zellen enthalten nur das endogene SOCS3. Sie
repra¨sentieren sozusagen den ’normalen’ Zustand. Die endogenen SOCS3-Level sind
allerdings so gering, dass sie im Western Blot nicht detektiert werden ko¨nnen (Spuren
1–3). Stimulation mit IL-6 fu¨hrt zur Aktivierung von STAT3 und STAT1 (Spur 2).
Stimulation mit PDGF-BB aktiviert den PDGFRβ, PLCγ und ERK1/2 (Spur 3). Die
Flp-In T-REx 293 TAP-SOCS3 PDGFRβ Zellen exprimieren SOCS3 nach Induktion
mit Doxyzyklin. Aufgrund einer unvollsta¨ndigen Repression des Promotors zeigen die-
se Zellen allerdings eine geringe basale SOCS3-Expression, die im Western Blot nicht
mit dem SOCS-Antiko¨rper, aber mit dem phospho-ERK1/2-Antiko¨rper detektiert wer-
den kann (siehe TAP-SOCS3 in den Spuren 4–6). Diese SOCS3-Menge reicht bereits
aus, um die STAT-Phosphorylierung nach IL-6-Stimulation zu reduzieren. Phospho-
ryliertes STAT3 und STAT1 sind kaum bzw. gar nicht mehr zu detektieren (Spur 5).
Die PDGF-Signaltransduktion bleibt dagegen unbeeinflusst. Auch in Anwesenheit von
SOCS3 werden PDGFRβ, PLCγ und ERK1/2 phosphoryliert (Spur 6).
In diesem Experiment wurden die Flp-In T-REx 293 TAP-SOCS3 PDGFRβ Zellen
zusa¨tzlich mit Doxyzyklin induziert, um das Signaling bei erho¨hter SOCS3-Expression
zu untersuchen. Die starke TAP-SOCS3-Expression nach Induktion mit Doxyzyklin
konnte sowohl mit den ERK1/2-Antiko¨rpern als auch mit dem SOCS3-Antiko¨rper
detektiert werden (Spuren 7–9). Die erho¨hten SOCS3-Level fu¨hren zu einer noch
sta¨rkeren bzw. kompletten Reduzierung der STAT-Phosphorylierung nach Stimulation
mit IL-6 (Spur 8). Der PDGF-Signalweg scheint dagegen auch von gro¨ßeren SOCS3-
Mengen nicht beeinflusst zu werden. PDGFR, PLCγ und ERK1/2 sind nahezu un-
vera¨ndert starkt phosphoryliert (Spur 9). In diesem Experiment ist sogar eine leichte
STAT3-Phosphorylierung nach PDGF-BB zu detektieren (Spur 9). Diese wird durch
SOCS3 ebenfalls nicht beeinflusst (Spuren 6 und 9). Dieses Experiment deutet darauf
hin, dass zwar die IL-6-, nicht aber die PDGF-Sinaltransduktion im hier untersuchten
Umfang von SOCS3 negativ beeinflusst wird.
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Abbildung 3.12: Einfluss von SOCS3 auf die IL-6- und PDGF-Signaltrans-
duktion II
Flp-In T-REx 293 N-TAP PDGFRβ und Flp-In T-REx 293 TAP-SOCS3 PDGFRβ wur-
den fu¨r 4 h in Serum-freiem Medium gehungert und anschließend unstimuliert belassen,
fu¨r 15 min mit 20 ng/ml IL-6 und 0,5 µg/ml sIL-6R oder fu¨r 15 min 20 ng/ml PDGF-
BB stimuliert. Die Induktion der Flp-In T-REx 293 TAP-SOCS3 PDGFRβ erfolgte u¨ber
Nacht mit 10 ng/ml Doxyzyklin. Zelllysate wurden mit Tritonlysispuffer hergestellt und
die enthaltenen Proteine mittels SDS-PAGE, Western Blot und entsprechenden phos-
phospezifischen Antiko¨rpern analysiert. Zur Beladungskontrolle wurden entsprechende
Gegenfa¨rbungen durchgefu¨hrt. TAP-SOCS3 kann aufgrund des Protein A im TAP-tag
von jedem beliebigen IgG-Antiko¨rper detektiert werden.
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3.5 Biologische Effekte des crosstalk-Mechanismus
Um die biologischen Auswirkungen des crosstalk -Mechanismus auf eine Zelle zu un-
tersuchen, wurden verschiedene Methoden angewandt. Da PDGF bekanntlich die Mi-
gration und Proliferation von verschiedenen Zelltypen auslo¨sen kann, wurden hier
verschiedene Migrations- und Proliferationsassays durchgefu¨hrt. Dazu wurden Zellen
ausgewa¨hlt, die sowohl auf PDGF als auch auf IL-6 reagieren.
3.5.1 Migration von Zellen im crosstalk von IL-6 und PDGF
Einfluss von Fibronektin auf die Migration
Die Migrationsexperimente wurden in einem modifizierten Boyden-Kammer System
mit sogenannten Transwells durchgefu¨hrt. In einem ersten Experiment wurde der ge-
nerelle Einfluss von Fibronektin auf die Migration untersucht (Abbildung 3.13).
Fibronektin ist ein u¨ber Disulfidbru¨cken verbundenes dimeres Matrixprotein, welches
mit Kollagen, Proteoglykanen, Oberfla¨chenrezeptoren und Fibrin interagieren kann.
Von besonderer Bedeutung fu¨r Zelladha¨sion und Migration ist die Interaktion zwi-
schen dem extrazellula¨ren Glykoprotein Fibronektin und den Integrinen mit der nach-
folgenden Aktivierung der focal adhesion kinase (FAK).
Hier wurde ein Migrationsassay mit TUR Zellen in unbeschichteten und Fibronektin-
beschichteten Transwells durchgefu¨hrt. Die Zellen wurden dazu u¨ber Nacht in Medium
mit 1 % FKS gehungert, anschließend in Medium ohne FKS auf die Transwells aus-
gesa¨t und nach Stimulation mit IL-6 und PDGF fu¨r 4 h bei 37 ◦C und 5 % CO2 im
Brutschrank inkubiert. Die Stimulation erfolgte dabei u¨ber die Gabe von IL-6 bzw.
PDGF in den a¨ußeren/unteren Bereich einer Kammer, so dass sich der Stimulus aus-
schließlich unterhalb des Transwells befand. Es wurde die gerichtete Migration der
Zellen in Richtung Stimulus gemessen. Dazu wurden migrierte Zellen, die sich nach
der Inkubationszeit am Boden der a¨ußeren Kammer befanden, mit Hilfe eines Mikro-
skops geza¨hlt. Es wurden jeweils vier Gesichtsfelder ausgeza¨hlt.
Das Diagramm zeigt fu¨r unstimulierte Zellen ohne Fibronektin eine absolute Migra-
tion von 10, d.h. zehn migrierte Zellen am Boden der a¨ußeren Kammer. Nach IL-6-
Stimulation erho¨ht sich diese auf ca. 15 und nach PDGF-Stimulation auf ca. 18. Das
Experiment mit den beschichteten Transwells zeigt insgesamt eine ho¨here absolute
Migration. Hier sind auch die Unterschiede zwischen unstimulierten und stimulierten
Zellen gro¨ßer. So erreichen die unstimulierten TUR Zellen einen Wert von ca. 17 fu¨r
die absolute Migration. Nach IL-6-Stimulation erho¨ht sich dieser auf knapp 30 und
nach PDGF auf ca. 32. Alle weiteren Migrationsexperimente wurden mit Fibronektin-
beschichteten Transwells durchgefu¨hrt.
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Abbildung 3.13: Positiver Effekt von Fibronektin auf die Migration von TUR
Zellen
TUR Zellen wurden u¨ber Nacht in Medium mit 1 % FKS kultiviert und anschließend in
FKS-freiem Medium auf Transwells ausgesa¨t. Nach einer Inkubation von 4 h wurden die
Zellen mit 20 ng/ml IL-6 oder 20 ng/ml PDGF-BB stimuliert oder als Negativkontrolle
(-) unstimuliert belassen. Nach einer Migrationszeit von 4 h bei 37 ◦C und 5 % CO2 im
Brutschrank wurden die migrierten Zellen im unteren Well unter einem Lichtmikroskop
ausgeza¨hlt. Alle Ansa¨tze wurden dreifach durchgefu¨hrt.
Dosisabha¨ngige Migration nach Stimulation mit PDGF
Um die Zellen mit einer optimalen Zytokinkonzentration fu¨r die Migration zu sti-
mulieren, wurde zuna¨chst ein Migrations-Experiment mit unterschiedlichen PDGF-
BB-Konzentrationen durchgefu¨hrt (Abbildung 3.14). Die TUR Zellen wurden wie im
Vorexperiment behandelt und anschließend mit 1, 10, 20, und 50 ng/ml PDGF-BB
fu¨r 4 h stimuliert. Die Abbildung zeigt einen Anstieg der absoluten Migration von ca.
48 bei unstimulierten Zellen auf 79 nach Stimulation mit 10 ng/ml PDGF. Im Bereich
zwischen 10 und 50 ng/ml PDGF steigt die Migration nur noch schwach auf einen
Wert von ca. 85. Hier scheint eine Sa¨ttigung eingetreten zu sein.
In weiteren Migrationsexperimenten wurde eine PDGF-BB-Konzentration von 20 ng/ml
eingesetzt.
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Abbildung 3.14: Dosisabha¨ngige Migration von TUR Zellen nach Stimulation
mit PDGF-BB
TUR Zellen wurden u¨ber Nacht in Medium mit 1 % FKS kultiviert und anschließend
in FKS-freiem Medium auf Transwells ausgesa¨t. Nach einer Inkubation von 4 h wurden
die Zellen mit 1, 10, 20, und 50 ng/ml PDGF-BB stimuliert oder als Negativkontrolle
(-) unstimuliert belassen. Nach einer Migrationszeit von 4 h bei 37 ◦C und 5 % CO2 im
Brutschrank wurden die migrierten Zellen im unteren Well unter einem Lichtmikroskop
ausgeza¨hlt. Alle Ansa¨tze wurden dreifach durchgefu¨hrt.
Migration im crosstalk von IL-6 und PDGF
Im folgenden Experiment wurde nun die Migration der TUR Zellen im crosstalk un-
tersucht. Dazu wurden die TUR Zellen wie zuvor u¨ber Nacht gehungert, am folgenden
Tag ausgesa¨t und mit IL-6, PDGF, IL-6 und PDGF stimuliert oder unstimuliert be-
lassen. Nach einer Inkubationszeit von 4 h wurden die migrierten Zellen ausgeza¨hlt.
Die Abbildung 3.15 zeigt eine basale Migration von ca. 36. Nach IL-6-Stimulation
steigt die Migration auf einen Wert von 45. Eine absolute Migration von 49 zeigen
die PDGF-stimulierten Zellen. Im crosstalk von IL-6 und PDGF sinkt die Migration
dagegen auf einen Wert von ca. 32.
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Abbildung 3.15: Migration von TUR Zellen im crosstalk von IL-6 und PDGF-
BB
TUR Zellen wurden u¨ber Nacht in Medium mit 1 % FKS kultiviert und anschließend in
FKS-freiem Medium auf Transwells ausgesa¨t. Nach einer Inkubation von 4 h wurden die
Zellen mit 20 ng/ml IL-6, 20 ng/ml PDGF-BB, 20 ng/ml IL-6 und 20 ng/ml PDGF-BB (X)
stimuliert oder als Negativkontrolle (-) unstimuliert belassen. Nach einer Migrationszeit
von 4 h bei 37 ◦C und 5 % CO2 im Brutschrank wurden die migrierten Zellen im unteren
Well unter einem Lichtmikroskop ausgeza¨hlt. Alle Ansa¨tze wurden dreifach durchgefu¨hrt.
Signaltransduktion und Migration von VSMC
Da VSMC bekanntlich gut auf Stimulation mit PDGF reagieren, wurden auch mit
diesen Zellen Migrationsexperimente durchgefu¨hrt. Um die Reaktion der VSMC auf
PDGF, IL-6 und die Kombination beider Zytokine zu u¨berpru¨fen, wurde zuna¨chst ein
crosstalk -Experiment mit anschließendem Western Blot durchgefu¨hrt (Abbildung 3.16).
Im unstimulierten Zustand zeigen die VSMC keine Aktivierung der untersuchten Si-
gnalwege (Spur 1). Nach 15 min PDGF sind der PDGFR, PLCγ, Akt und ERK1/2
phosphoryliert. Außerdem zeigen diese Zellen im Gegensatz zu den NIH 3T3 Zellen eine
leichte STAT3- und STAT1-Phosphorylierung nach PDGF (Spur 2). Eine 30 minu¨tige
Stimulation mit IL-6 resultiert in einer STAT3- und STAT1-Phosphorylierung und
einer schwachen ERK1/2-Aktivierung (Spur 3). Mit zusa¨tzlicher PDGF-Stimulation
zeigt sich im crosstalk eine Phosphorylierung von PDGFR, PLCγ, Akt und ERK1/2
(Spur 4). Diese Aktivierungen sind in der Intensita¨t mit denen vergleichbar, die nach
PDGF-Stimulation alleine erreicht werden. Die Phosphorylierungen von STAT3 und
STAT1 fallen im crosstalk dagegen deutlich sta¨rker aus. Hier sind die Signale im
crosstalk sta¨rker, als die Addition der Signale nach Einzelstimulation mit IL-6 und
PDGF. Nach einer 90 minu¨tigen Stimulation der Zellen mit IL-6 sind die STAT3-und
STAT1-Phosphorylierungen im Western Blot nur noch schwach zu detektieren (Spur
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5). Mit zusa¨tzlicher Stimulation mit PDGF werden PDGFR, PLCγ, Akt und ERK1/2
aktiviert (Spur 6). Der ’crosstalk -Effekt’ fu¨r STAT3 ist allerdings nur noch schwach
ausgepra¨gt. Die Signalintensita¨t fu¨r STAT1 scheint nur noch additiv zu sein.
Abbildung 3.16: Crosstalk-Experiment mit VSMC
VSMC wurden 4 h in Serum-freiem Medium kultiviert und anschließend 0, 30, und 90 min
mit 20 ng/ml IL-6 und 0,5 µg/ml sIL-6R stimuliert. 15 min vor Ende dieser Stimulations-
zeiten wurde wie angegeben mit 20 ng/ml PDGF-BB stimuliert. Die Zellen wurden mit
Tritonlysispuffer lysiert und die TCL mittels SDS-PAGE, Western Blot und entsprechen-
den phosphospezifischen Antiko¨rpern analysiert. Anschließend erfolgte die Gegenfa¨rbung
der Proteine.
Nachdem gezeigt werden konnte, dass die VSMC sowohl auf PDGF als auch auf IL-6
reagieren, indem sie die charakteristischen Sinalwege aktivieren, wurden Migrations-
experimente durchgefu¨hrt. Die Durchfu¨hrung erfolgte entsprechend der vorherigen Mi-
grationsexperimente in einem modifizierten Boyden-Kammer System mit Fibronektin-
beschichteten Transwells. Die VSMC wurden u¨ber Nacht gehungert, am folgenden Tag
ausgesa¨t und mit IL-6, PDGF, IL-6 und PDGF stimuliert oder unstimuliert belassen.
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Nach einer Inkubationszeit von 4 h wurden die migrierten Zellen ausgeza¨hlt. Da es sich
bei den VSMC allerdings um adha¨rente Zellen handelt, wurden diese nicht am Boden
der Kammer, sondern auf der Unterseite der Membran der Transwells analysiert. Die
Abbildung 3.17 zeigt lichtmikroskopische Aufnahmen der Unterseite der Membranen
mit angefa¨rbten migrierten VSMC nach Ende der Migrationszeit.
Abbildung 3.17: Migration von VSMC im crosstalk
VSMC wurden u¨ber Nacht in Medium mit 1 % FKS kultiviert und anschließend im Serum-
freiem Medium auf Transwells ausgesa¨t. Nach einer Inkubation von 4 h wurden die Zellen
mit 20 ng/ml IL-6 und 0,5 µg/ml sIL-6R, 20 ng/ml PDGF-BB, 20 ng/ml IL-6 und 0,5
µg/ml sIL-6R und 20 ng/ml PDGF-BB stimuliert oder als Negativkontrolle unstimuliert
belassen. Nach einer Migrationszeit von 4 h im Brutschrank (37 ◦C und 5 % CO2) wurden
die migrierten Zellen auf der Unterseite der Membran der Transwells mit Formaldehyd
fixiert, mit Kristallviolett gefa¨rbt und fotografiert. Alle Ansa¨tze wurden dreifach durch-
gefu¨hrt. Die Abbildung zeigt die Resultate exemplarisch.
Von den unstimulierten Zellen sind nur wenige durch die Poren der Membran von
der Ober- zur Unterseite der Membran gewandert. Ein a¨hnliches Bild zeigt sich nach
Stimulation mit IL-6. Hier sind ebenfalls nur sehr wenige Zellen migriert. Im Gegensatz
dazu zeigte sich eine sehr starke Migration der VSMC nach Stimulation mit PDGF.
Hier ist nahezu die gesamte Membran mit Zellen bedeckt. A¨hnliches zeigt sich im
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crosstalk. Hier sind ebenfalls sehr viele Zellen migriert. So scheint IL-6 bei diesen
Zellen keinen inhibierenden Effekt auf die Migration zu haben.
3.5.2 Proliferation von Zellen im crosstalk von IL-6 und
PDGF
PDGF fo¨rdert nicht nur die Migration sondern auch die Proliferation von verschie-
denen Zelltypen. Die Auswirkungen des crosstalks auf die Zellproliferation wurden
deshalb ebenfalls untersucht. In einem sogenannten BrdU (5-Bromo-2’-deoxyuridin)-
Assay wurde die DNA-Synthese als direkter Ausdruck der proliferativen Aktivita¨t der
Zellen gemessen. Dazu wurden NIH 3T3 Zellen und VSMC gehungert, mit BrdU ver-
setzt und mit IL-6, PDGF, IL-6 und PDGF stimuliert oder unstimuliert belassen. Nach
mehr als 20 h wurde der Einbau des Thymidin-Analogon BrdU in die DNA der pro-
liferierenden Zellen mittels FACS-Analyse erfasst und ausgewertet (Abbildung 3.18).
Sowohl die NIH 3T3 Zellen als auch die VSMC zeigen sowohl nach IL-6- als auch
nach PDGF-Stimulation eine gesteigerte Proliferation. PDGF ist dabei allerdings po-
tenter als IL-6. Die NIH 3T3 Zellen haben in diesem Experiment nach Stimulation
mit IL-6 eine relative Proliferation von ca. 2. Nach PDGF-Stimlation erho¨ht sich diese
auf ca. 3,5. VSMC erreichten in diesem Experiment eine relative Proliferation von ca.
1,5 nach IL-6- und ungefa¨hr 2,3 nach PDGF-Stimulation. Bei gleichzeitiger Stimula-
tion mit IL-6 und PDGF proliferieren die untersuchten Zellen (NIH 3T3 und VSMC)
dagegen weniger als die ausschließlich PDGF oder IL-6 stimulierten. Die NIH 3T3
Zellen haben hier eine relative Proliferation von ca. 1,4 und die VSMC von ungefa¨hr
1. Demnach gibt es in diesen einzelnen Experimenten einen deutlichen inhibierenden
’crosstalk -Effekt’ fu¨r die Proliferation dieser Zellen.
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Abbildung 3.18: Proliferation von NIH 3T3 und VSMC im crosstalk
a) NIH 3T3 bzw. b) VSMC wurden fu¨r 4h in Serum-freiem Medium kultiviert, mit 10
µM BrdU behandelt und mit 20 ng/ml IL-6 und 0,5 µg/ml sIL-6R, 20 ng/ml PDGF-
BB, 20 ng/ml IL-6 und 0,5 µg/ml sIL-6R und 20 ng/ml PDGF-BB (X-talk) stimuliert
oder unbehandelt belassen (neg. control). Proliferierende Zellen wurden mit Hilfe eines
FITC-konjugierten BrdU-Antiko¨rpers im Durchflusszytometer detektiert.
3.6 DNA-Microarray
Um die Genexpression im crosstalk von IL-6 und PDGF im Vergleich zur Genexpressi-
on nach IL-6 und PDGF alleine zu untersuchen, wurde ein PIQORTM Immunology Mi-
croarray (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) durchgefu¨hrt. Hier wurde die Expressi-
on von 1076 Genen untersucht, deren Produkte Zytokine, Zytokin-Rezeptoren, Chemo-
kine, Chemokin-Rezeptoren, Komponenten des Komplementsystems, ECM-Proteine
und CD-Antigene beinhalten und an Enzu¨ndungsprozessen, Zellzyklus, DNA-Reparatur,
Apoptose und Signaltransduktion beteilgt sind. Dafu¨r wurden zuna¨chst die Zellen und
die Stimulationszeiten sorgfa¨ltig ausgewa¨hlt und die verwendeten Zytokine auf ihre
Funktionalita¨t u¨berpru¨ft.
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3.6.1 Auswahl der Zellen fu¨r den Microarray
Um physiologisch relevante Ergebnisse bei der Genexpressionsanalyse zu erhalten, wur-
den prima¨re Zellen verwendet. Es handelt sich um prima¨re dermale humane Fibrobla-
sten (HDF) der Vorhaut. Zuna¨chst wurden HDFs von fu¨nf verschiedenen Spendern
(HDF 261, HDF 275, HDF 278, HDF 302, HDF 303) ausgetestet. Dazu wurden die
Zellen kultiviert, mit IL-6, OSM, PDGF und im crosstalk mit IL-6 und PDGF sti-
muliert und die Phosphorylierung von Proteinen der charakteristischen Signalwege
im Western Blot u¨berpru¨ft (Abbildung 3.19). Hier zeigt sich, dass die HDFs aller
fu¨nf Spender nach Stimulation mit IL-6 und OSM mit einer Phosphorylierung von
STAT1, STAT3 und ERK1/2 reagieren (Spuren 2–4, 8–10, 14–16, 20–22 und 26–28).
Nach PDGF-Stimulation kann hauptsa¨chlich PLCγ- und ERK1/2-Phosphorylierung
detektiert werden (Spuren 5, 11, 17, 23 und 29). Generell reagieren damit alle Spen-
derzellen wie gewu¨nscht auf die Zytokinbehandlung. Die Intensita¨t der Signale un-
terscheidet sich allerdings von Spender zu Spender. Die Phosphorylierung von PLCγ
nach PDGF-Stimulation ist bei den Spendern HDF 302 und HDF 303 sta¨rker als
bei den Spendern HDF 261, HDF 275 und HDF 278. A¨hnliches zeigt sich fu¨r die
STAT1-Phosphorylierung. Hier reagieren die Spender HDF 261, HDF 275 und HDF
278 ebenfalls etwas schwa¨cher.
Um in der Genexpressionsanalyse mo¨glichst aussagekra¨ftige Ergebnisse zu erhalten,
wurden fu¨r den Microarray die Zellen des Spenders 303 verwendet. HDF 303 zeigt im
unstimulierten Zustand ausschließlich eine schwache konstitutive ERK1/2-Aktivierung
(Spur 25). Nach 15 min Stimulation mit IL-6 resultiert die Aktivierung des Jak/STAT-
Wegs in einer starken Phosphorylierung von STAT1 und STAT3 (Spur 26). Außer-
dem wird ERK1/2 phosphoryliert. Nach 90 min IL-6 ist diese STAT- und ERK1/2-
Phosphorlierung stark abgeschwa¨cht (Spur 27). OSM kann die Zellen etwas sta¨rker
aktivieren als IL-6. Hier kann man nach 15 min Stimulation eine sehr starke Phospho-
rylierung von STAT1, STAT3 und ERK1/2 erkennen und eine schwache Phosphorylie-
rung von PLCγ (Spur 28). PDGF-Stimulation (15 min) fu¨hrt zu einer starken Phos-
phorylierung von PLCγ und ERK1/2 (Spur 29). Die Phosphorylierung von STAT1
und STAT3 ist dagegen sehr schwach. Im crosstalk zeigt sich nach 90 min IL-6 und
15 min PDGF eine starke Phosphorylierung von PLCγ und ERK1/2 (Spur 30), die in
ihrer Intensita¨t der Aktivierung durch PDGF alleine entspricht (Spur 29). Fu¨r phos-
phoryliertes STAT1 und STAT3 ko¨nnen dagegen Signale erhalten werden, die in ihrer
Intensita¨t sta¨rker sind als die Addition der Signale nach Einzelstimulation mit IL-6
und PDGF (vgl. Spur 30 mit Spur 27 und 29).
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Abbildung 3.19: Crosstalk-Experiment mit HDFs verschiedener Spender
Humane dermale Fibroblasten von fu¨nf verschiedenen Spendern (HDF 261, HDF 275,
HDF 278, HDF 302, HDF 303) wurden in der angegebenen Weise mit jeweils 20 ng/ml
IL-6 (und 1 µg/ml sIL-6R), OSM (O) und PDGF-BB (BB) stimuliert. Im crosstalk (X)
wurden die Zellen fu¨r 90 min mit 20 ng/ml IL-6, 1 µg/ml sIL-6R und fu¨r 15 min mit
20 ng/ml PDGF-BB stimuliert. Die TCL wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf
eine PVDF-Memebran u¨bertragen und mit den entsprechenden phosphospezifischen An-
tiko¨rpern detektiert. Zur Beladungskontrolle wurde anschließend die Gegenfa¨rbung der
entsprechenden Proteine durchgefu¨hrt. Der synergistische Effekt der crosstalk -Stimulation
auf die STAT-Phosphorylierung ist symbolisch dargestellt. Dabei sind Phosphosignale
nach Einzelstimulation mit IL-6 oder PDGF als gru¨nes Rechteck und Phosphosignal im
crosstalk von IL-6 und PDGF als rotes Rechteck dargestellt.
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Mit den HDF 303 wurde im gleichen Experiment zusa¨tzlich eine SOCS-IP in Ge-
genwart des Proteasomen-Inhibitors MG132 mit dem SOCS3-Antiko¨rper c005 durch-
gefu¨hrt (Abbildung 3.20). Im unstimulierten Zustand der Zellen und nach 15 min Sti-
mulation mit IL-6 ist keine SOCS3-Expression erkennbar (Spuren 1 und 2). Nach einer
IL-6-Stimulation von 90 min kann SOCS3 pra¨zipitiert werden (Spur 3). Im crosstalk
wird SOCS3 ebenso pra¨zipitiert (Spur 5). Zusa¨tzlich kann hier auch eine Phospho-
rylierung von SOCS3 detektiert werden, die nach Einzelstimulation mit IL-6 nicht
vorhanden ist (vgl. Spuren 5 und 3). Die Ergebnisse, die hier mit den prima¨ren HDFs
erzielt wurden, entsprechen daher den vorangegangenen Versuchen.
Abbildung 3.20: SOCS3-Phosphorylierung im crosstalk von IL-6 und PDGF
HDF 303 wurden mit 7 µM MG132 behandelt und fu¨r 15 und 90 min mit 20 ng/ml IL-
6 und 1 µg/ml sIL-6R, fu¨r 15 min mit 20 ng/ml PDGF-BB oder im crosstalk (X) fu¨r
90 min mit 20 ng/ml IL-6, 1 µg/ml sIL-6R und fu¨r 15 min mit 20 ng/ml PDGF-BB
stimuliert. SOCS3 wurde mit dem SOCS3-Antiko¨rper c005 pra¨zipitiert und nach SDS-
PAGE und Western Blot mit dem phosphospezifischen Antiko¨rper pY99/4G10 detektiert.
Die Gegenfa¨rbung erfolgte anschließend mit dem SOCS3-spezifischen Antiko¨rper M20.
3.6.2 Durchfu¨hrung des DNA-Microarray-Experiments
Um relativ fru¨he Zeitpunkte der Genexpression zu untersuchen, wurde eine Stimulati-
onszeit von 1 h gewa¨hlt. Fu¨r den Microarray wurden die HDF 303 fu¨r 1 h mit IL-6, mit
PDGF-BB und im crosstalk mit IL-6 und PDGF-BB stimuliert, sowie zur Kontrolle
unstimuliert belassen. Desweiteren wurde im Array auch der crosstalk zwischen OSM
und PDGF untersucht. Diese Resultate mu¨ssen allerdings noch verifiziert werden und
sollen hier nicht diskutiert werden. Im Experiment fu¨r den DNA-Microarray wurde
von den HDF 303 sowohl RNA extrahiert als auch Lysate hergestellt. Fu¨r die Lysate
wurden die Zellen fu¨r jeweils 15 min mit den verwendeten Zytokinen stimuliert, um die
Aktivita¨t der Zytokine anhand eines Western Blots zu u¨berpru¨fen (Abbildung 3.21).
Hier ist sowohl eine deutliche STAT3-Phosphorylierung nach IL-6-Stimulation (Spur
2) als auch eine PLCγ- und ERK1/2-Phosphorylierung nach Stimulation mitPDGF-
BB zu sehen (Spur 4). Die ERK1/2-Phosphorylierung ist in diesem Experiment im
Vergleich zur unstimulierten Probe relativ schwach, da die Zellen zuvor nicht gehun-
gert wurden. ERK ist daher konstitutiv aktiv. Anhand der u¨brigen Phosphosignale
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(STAT3 als Signalmoleku¨l fu¨r den IL-6-Signalweg und PLCγ als Signalmoleku¨l fu¨r
den PDGF-Signalweg) konnte die Zytokinaktivita¨t jedoch verifiziert werden.
Abbildung 3.21: U¨berpru¨fung der Zytokinaktivita¨t
Humane dermale Fibroblasten (HDF 303) wurden fu¨r 15 min mit jeweils 20 ng/ml IL-6
(und 0,5 µg/ml sIL-6R), 20 ng/ml OSM und 20 ng/ml PDGF-BB stimuliert. Die TCL
wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt, aus eine PVDF-Memebran u¨bertragen und mit
den entsprechenden phosphospezifischen Antiko¨rpern detektiert. Zur Beladungskontrolle
wurde anschließend die Gegenfa¨rbung der entsprechenden Proteine durchgefu¨hrt. (Die
Zellen wurden vor diesem Experiment nicht gehungert.)
Als weitere Kontrolle der extrahierten RNA wurde die Induktion von SOCS3 mit Hil-
fe einer two-step real-time RT-PCR gemessen. Nach photometrischer U¨berpru¨fung der
RNA-Konzentration und -Reinheit, wurde die RNA zuna¨chst in cDNA umgeschrieben.
Anschließend erfolgte eine real-time quantitative PCR im Taq Man (Abbildung 3.22).
Nach 1 h IL-6-Stimulation ergab sich hier eine ca. 12-fache SOCS3-Expression. Eine
einstu¨ndige Stimulation mit PDGF-BB fu¨hrte zu einer ca. 6-fachen Expression und
der crosstalk (1 h IL-6 und PDGF-BB) zu einer knapp 20-fachen.
74
3.6 DNA-Microarray
Abbildung 3.22: TaqMan-Kontrollexperiment: mRNA-Expression von SOCS3
in HDF 303
HDF 303 fu¨r 1 h mit 20 ng/ml IL-6 und 0,5 µg/ml sIL-6R, 20 ng/ml PDGF-BB oder der
Kombination beider Zytokine stimuliert und unstimuliert belassen. Anschließend erfolgte
eine RNA-Extraktion, eine Reverse Transkription und die real-time PCR mit dem entspre-
chenden Primer/Sonden-Paar fu¨r SOCS3 und das housekeeping-Gen HPRT. Es wurden
jeweils Dreifachansa¨tze durchgefu¨hrt.
Nach diesen Kontrollexperimenten wurde die RNA im DNA-Microarray eingesetzt.
Hier fanden sich einige Gene, die sehr stark und einige Gene, die kaum exprimiert
wurden. In den folgenden Abbildungen wird eine Auswahl der Gene, die im Microar-
ray untersucht wurden, dargestellt. In der Abbildung 3.23 sind die Gene angegeben,
die im Microarray die sta¨rkste Expression zeigten. Hier sind Gene zusammengefasst,
die u¨ber 5-fach exprimiert wurden. Beispiele sind IL-6, FOS-2, PGH2 (Prostaglandin
H2 Synthase) = COX-2 (Cyclooxygenase 2)) EGR1 (early growth response 1 ) und
IRF1 (interferon response factor), wobei IL-6 u¨ber 30-fach und FOS-2 u¨ber 25-fach
exprimiert wurde. Auch IL-8, TNF (tumor necrosis factor), SOCS3, CCL2 (chemokine
(C-C motif) ligand 2 = MCP1 (monocyte chemoattractant protein 1 )) und MAP3K8
(mitogen-activated protein kinase kinase kinase 8 ) wurden u¨ber 10-fach exprimiert.
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Abbildung 3.23: Microarrayergebnisse I: Gene, die u¨ber 5-fach reguliert sind
Humane dermale Fibroblasten (HDF 303) wurden fu¨r jeweils 1 h mit 20 ng/ml IL-6 und
0,5 µg/ml sIL-6R, 20 ng/ml PDGF-BB oder der Kombination beider Zytokine stimuliert
und als Kontrolle unstimuliert belassen. Die RNA dieser Zellen wurde von der Firma
Miltenyi Biotec amplifiziert und fu¨r einen PIQORTM Immunology Microarray verwendet.
Ein Wert ab 1,7 gilt hier als signifikant erho¨ht. Eine Abwesenheit von Balken bedeutet,
dass keine zuverla¨ssigen Werte ermittelt werden konnten. (PGH2 = COX-2)
In der anschließenden Abbildung 3.24 sind Gene aus dem Microarray zusammenge-
stellt, die u¨ber 2,5-fach exprimiert wurden. Als Beispiele sind hier KLF6 (Kruppel-like
factor 6 ), SOCS1, MCL1 (myeloid cell leukemia sequence 1 ) und GRO1 ( = CXCL1
(chemokine (C-X-C motif) ligand 1) (melanoma growth stimulating activity, alpha))
zu nennen.
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Abbildung 3.24: Microarrayergebnisse II: Gene, die u¨ber 2,5-fach reguliert sind
Humane dermale Fibroblasten (HDF 303) wurden fu¨r jeweils 1 h mit 20 ng/ml IL-6 und
0,5 µg/ml sIL-6R, 20 ng/ml PDGF-BB oder der Kombination beider Zytokine stimuliert
und als Kontrolle unstimuliert belassen. Die RNA dieser Zellen wurde von der Firma
Miltenyi Biotec amplifiziert und fu¨r einen PIQORTM Immunology Microarray verwendet.
Ein Wert ab 1,7 gilt hier als signifikant erho¨ht. Eine Abwesenheit von Balken bedeutet,
dass keine zuverla¨ssigen Werte ermittelt werden konnten.
Gene, die u¨ber 1,8-fach exprimiert wurden, werden in der Abbildung 3.25 gezeigt.
Hier findet man unter anderem SERPINB2 (serpin peptidase inhibitor, clade B (oval-
bumin), member 2 ), JUN, CCL11 (chemokine (C-C motif) ligand 11 ), CCL20 (che-
mokine (C-C motif) ligand 20 ), PIM1 (proviral integration site 1 oncogene) und IRF7
(interferon regulatory factor 7 ).
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Abbildung 3.25: Microarrayergebnisse III: Gene, die u¨ber 1,8-fach reguliert
sind
Humane dermale Fibroblasten (HDF 303) wurden fu¨r jeweils 1 h mit 20 ng/ml IL-6 und
0,5 µg/ml sIL-6R, 20 ng/ml PDGF-BB oder der Kombination beider Zytokine stimuliert
und als Kontrolle unstimuliert belassen. Die RNA dieser Zellen wurde von der Firma Mil-
tenyi Biotec amplifiziert und fu¨r einen PIQORTM Immunology Microarray verwendet. Ein
Wert ab 1,7 gilt hier als signifikant erho¨ht.
Neben den Genen, deren Expression herauf reguliert wurde, gibt es allerdings auch
Gene, deren Expression herunter reguliert wurde. Eine Auswahl dieser Gene wird in der
Abbildung 3.26 dargestellt. Beispiele sind BARD1 (BRCA1 associated RING domain
1 ), DDR2 (discoidin domain receptor tyrosine kinase 2 ), GRL ( = NR3C1 (nuclear
receptor subfamily 3, group C, member 1 (glucocorticoid receptor))) und KITLG (KIT
ligand).
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Abbildung 3.26: Microarrayergebnisse IV: Gene, die herunter reguliert sind
Humane dermale Fibroblasten (HDF 303) wurden fu¨r jeweils 1 h mit 20 ng/ml IL-6 und
0,5 µg/ml sIL-6R, 20 ng/ml PDGF-BB oder der Kombination beider Zytokine stimuliert
und als Kontrolle unstimuliert belassen. Die RNA dieser Zellen wurde von der Firma
Miltenyi Biotec amplifiziert und fu¨r einen PIQORTM Immunology Microarray verwendet.
Ein Wert unter 0,6 gilt hier als signifikant erniedrigt.
Neben der Intensita¨t ihrer Expression unterscheiden sich die Gene in ihrer Regulati-
on im crosstalk -Kontext. Im Microarray fanden sich Gene, die kaum reguliert wurden,
aber auch einige Gene, die sehr stark stimulationsabha¨ngig reguliert wurden. Bei den
regulierten Genen fielen Gene auf, die im crosstalk sta¨rker oder schwa¨cher exprimiert
wurden als nach IL-6- und PDGF-Einzelstimulation, oder in etwa gleich stark ex-
primiert wurden wie nach PDGF-Stimulation. Eine im crosstalk sta¨rkere Expression
zeigte sich z.B. fu¨r ICAM1 (intercellular adhesion molecule 1 ), ATF3 (activating tran-
scription factor 3 ), SOCS3, CCL2, IRF1, MAP3K8, SOCS1, BAX1 (BCL2-associated
X protein), PIM1 und IRF7. TNF, GRO1, IL-6, IKBA ( = NFKBIA (nuclear factor
of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha)), KLF6 und IL7R
(interleukin 7 receptor) zeigten im crosstalk eine schwa¨chere Expression. Fu¨r EGR1,
FOS2, RHOB (ras homolog gene family, member B), FOSL1 (FOS-like antigen 1 ) und
GEM (GTP binding protein overexpressed in skeletal muscle) wurde eine Expression
gefunden, die im crosstalk in etwa der Expression nach PDGF entspricht.
Nicht fu¨r alle Gene war es mo¨glich, die Expression in allen Proben zu analysieren.
In diesen Fa¨llen konnten keine zuverla¨ssigen Werte ermittelt werden. Dies war zum
Beispiel fu¨r IL-8 der Fall. Hier konnte nur die Genexpression nach 1 h PDGF ermittelt
werden.
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3.6.3 Verifizierung der Microarray-Ergebnisse
Die Microarrayergebnisse wurden fu¨r eine Auswahl stark regulierter oder exprimierter
Gene mit den Zellen des gleichen Spenders (HDF 303) mit Hilfe der two-step real-
time RT-PCR verifiziert. Hierzu wurden HDF 303 1 h mit IL-6, PDGF-BB und der
Kombination von IL-6 und PDGF behandelt, sowie unbehandelt belassen. Nach an-
schließender RNA-Extraktion erfolgten die Reverse Transkription und die real-time
PCR.
Um die Aussagekraft zu erho¨hen wurden außerdem identische Experimente mit derma-
len Fibroblasten anderer Spender durchgefu¨hrt und die erhaltenen Ergebnisse vergli-
chen. Hier wurden Zellen der Spender 261 und 278 (HDF 261 und HDF 278) verwendet.
Die Durchfu¨hrung erfolgte identisch zu den Experimenten mit HDF 303. Hier zeigen
sich tendenziell sehr a¨hnlich Genexpressionsmuster, die sich jedoch teilweise in ihrer
Intensita¨t unterscheiden.
SOCS3 (suppressor of cytokine signaling 3 )
Fu¨r die Genexpression von SOCS3 konnten mit dem Spender HDF 303 in der real-time
RT-PCR (Abbildung 3.27) a¨hnliche Ergebnisse erzielt werden wie beim Microarray
(Abbildung 3.23). Im unstimulierten Zustand wird SOCS3 kaum exprimiert. Nach
IL-6-Stimulation zeigt sich ein deutlicher Anstieg der SOCS3-Expression (ca. 9-fach
im Taq Man-Experiment), der nach PDGF etwas geringer ausfa¨llt (ca. 6-fach im Taq
Man-Experiment). Im crosstalk von IL-6 und PDGF steigt die Genexpression von
SOCS3 mehr als additiv (ca. 19-fach im Taq Man-Experiment).
In den HDF 278 fa¨lt das Genexpressionsmuster von SOCS3 sehr a¨hnlich aus wie in
den HDF 303. Hier gibt es ebenfalls einen deutlichen Anstieg der Genexpression nach
Stimulation mit IL-6, der nach PDGF etwas schwa¨cher und im crosstalk etwas mehr
als additiv ausfa¨llt. Im Vergleich ist die Genexpression von SOCS3 in den HDF 278
insgesamt etwas schwa¨cher als in den HDF 303.
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Abbildung 3.27: TaqMan-Ergebnisse: SOCS3 Regulation
Humane dermale Fibroblasten wurden fu¨r 4 h in FKS-freiem Medium kultiviert und an-
schließend fu¨r 1 h mit 20 ng/ml IL-6 und 0,5 µg/ml sIL-6R, 20 ng/ml PDGF-BB oder der
Kombination beider Zytokine stimuliert. Anschließend erfolgte eine RNA-Extraktion, eine
Reverse Transkription und die real-time PCR mit dem entsprechenden Primer/Sonden-
Paar fu¨r SOCS3 und das housekeeping-Gen HPRT. Es wurden jeweils Dreifachansa¨tze
durchgefu¨hrt.
IRF1 (interferon regulatory factor 1 )
Fu¨r das Gen des Transkriptionsfaktors IRF1 zeigt sich bei HDF 303 insgesamt nur
eine sehr schwache Expression und kaum Unterschiede zwischen den verschiedenen
Stimulationen (Abbildung 3.28). Im unstimulierten Zustand wird eine Expression von
ca. 1,5-fach erreicht. Nach Stimulation mit IL-6 steigt die Expression auf ca. 4-fach
und nach PDGF auf ungefa¨hr 4,5-fach. Nach der Kombination beider Zytokine wird
eine Expression von knapp 4-fach ermittelt, wobei hier die Standardabweichung etwas
gro¨ßer ausfa¨llt. Bei den HDF 261 sind die Expressionsunterschiede etwas ausgepra¨gter.
Im unstimulierten Zustand betra¨gt die IRF-1-Expression ca. 1,5-fach. Nach Stimula-
tion mit IL-6 steigt diese auf ca. 3,5-fach. 2,5-fach wird nach PDGF-Stimulation und
ca. 7-fach nach Stimulation mit IL-6 und PDGF erreicht.
Ein a¨hnliches Expressionsmuster zeigt sich fu¨r HDF 278. Im unstimulierten Zustand
betra¨gt die IRF1-Expression hier ebenfalls ca. 1,5-fach. Diese steigt nach IL-6-Stimu-
lation auf ca. 6-fach, nach PDGF auf ca. 3-fach und im crosstalk auf ca. 10-fach.
Vergleicht man die TaqMan-Ergebnisse der drei Spender mit dem Microarrayergebnis
von HDF 303, so erkennt man ein a¨hnliches IRF1-Expressionsmuster. Das Microarray-
ergebnis zeigt in Abbildung3.23, dass IRF1 nach IL-6 5-fach, nach PDGF ca. 6,5-fach
und im crosstalk ungefa¨hr 15-fach exprimiert wird. Zusammenfassend ergibt sich fu¨r
IRF1 eine mittlere Expression nach IL-6- oder PDGF-Stimulation und eine hohe Ex-
pression im crosstalk.
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Abbildung 3.28: TaqMan-Ergebnisse: IRF1 Regulation
Humane dermale Fibroblasten wurden fu¨r 4 h in FKS-freiem Medium kultiviert und an-
schließend fu¨r 1 h mit 20 ng/ml IL-6 und 0,5 µg/ml sIL-6R, 20 ng/ml PDGF-BB oder der
Kombination beider Zytokine stimuliert. Anschließend erfolgte eine RNA-Extraktion, eine
Reverse Transkription und die real-time PCR mit dem entsprechenden Primer/Sonden-
Paar fu¨r IRF1 und das housekeeping-Gen HPRT. Es wurden jeweils Dreifachansa¨tze durch-
gefu¨hrt.
COX-2 (Cyclooxygenase 2)
Fu¨r HDF 303 zeigt die real-time RT-PCR (Abbildung 3.29) eine kaum induzierte
COX-2-Expression nach IL-6 (ca. 2,5-fach). Deutlich sta¨rker ist die Expression nach
PDGF (ca. 13-fach) und im crosstalk, wobei das Signal im crosstalk mit ca. 10-fach
etwas schwa¨cher ausfa¨llt. In den Fibroblasten des Spenders 261 ist die Expression im
crosstalk dagegen mit ca. 17-fach etwas ho¨her als nach PDGF-Stimulation (ca. 14-
fach). Die COX-2-Expression nach IL-6 ist mit ca. 4-fach allerdings ebenfalls relativ
niedrig.
Fu¨r HDF 278 kann eine realtiv schwache Expression nach IL-6 (ca. 2,5-fach) und
eine etwas ho¨here Expression nach PDGF (ca. 6-fach) und im crosstalk (ca. 5,5-fach)
ermittelt werden. Zusammenfassend la¨sst sich sagen, dass COX-2 in HDFs nach IL-6
relativ schwach induziert wird und nach PDGF und der Kombination beider Zytokine
etwas sta¨rker. Die Expressionsunterschiede zwischen PDGF- und crosstalk -Stimulation
variieren allerdings von Spender zu Spender.
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Abbildung 3.29: TaqMan-Ergebnisse: COX-2 Regulation
Humane dermale Fibroblasten wurden fu¨r 4 h in FKS-freiem Medium kultiviert und an-
schließend fu¨r 1 h mit 20 ng/ml IL-6 und 0,5 µg/ml sIL-6R, 20 ng/ml PDGF-BB oder der
Kombination beider Zytokine stimuliert. Anschließend erfolgte eine RNA-Extraktion, eine
Reverse Transkription und die real-time PCR mit dem entsprechenden Primer/Sonden-
Paar fu¨r COX-2 und das housekeeping-Gen HPRT. Es wurden jeweils Dreifachansa¨tze
durchgefu¨hrt.
EGR1 (early growth response 1 )
Anders verha¨lt es sich dagegen mit EGR1. Hier ist die Genexpression in allen drei ge-
testeten Spendern nach PDGF und im crosstalk deutlich ho¨her als nach IL-6, wobei es
nur geringe Expressionsunterschiede zwischen PDGF- und crosstalk -Stimulation gibt.
Die Abbildung 3.30 zeigt fu¨r die IL-6-stimulierten HDF 303 eine EGR1-Expression
von ca. 16-fach. PDGF-stimulierte Zellen dieses Spenders erreichen ca. 37-fach und
die IL-6 und PDGF-stimulierten ca. 36-fach. Die HDF 261 zeigen eine Genexpression
von ca. 11-fach nach IL-6-, ca. 22-fach nach PDGF- und ca. 16-fach nach IL-6- und
PDGF-Stimulation. Etwas schwa¨cher, aber mit a¨hnlichem Expressiosmuster reagie-
ren die HDF 278. Hier betra¨gt die IL-6-induzierte Expression ca. 3-fach, die PDGF-
induzierte ca. 7,5-fach und die von beiden Zytokinen gemeinsam induzierte EGR-1-
Expression ca. 7-fach. Das EGR1-Expressionsmuster dieser Spender ist folglich sehr
a¨hnlich. Unterschiede zwischen den Spendern gibt es hier nur in der Signalsta¨rke. Die
Zellen des Spenders 278 reagieren insgesamt etwas schwa¨cher als die Zellen der Spen-
der 303 und 261.
83
3 Ergebnisse
Vergleicht man die TaqMan-Ergebnisse der drei Spender mit dem Microarrayergebnis
von HDF 303, so erkennt man ein a¨hnliches EGR1-Expressionsmuster. Das Microar-
rayergebnis zeigt in Abbildung3.23, dass EGR1 nach IL-6 ca. 6,5-fach, nach PDGF ca.
18-fach und im crosstalk knapp 20-fach exprimiert wird. Zusammenfassend ergibt sich
fu¨r EGR1 eine mittelere Expression nach IL-6 und eine hohe Expression nach PDGF
und im crosstalk.
Abbildung 3.30: TaqMan-Ergebnisse: EGR1 Regulation
Humane dermale Fibroblasten wurden fu¨r 4 h in FKS-freiem Medium kultiviert und an-
schließend fu¨r 1 h mit 20 ng/ml IL-6 und 0,5 µg/ml sIL-6R, 20 ng/ml PDGF-BB oder der
Kombination beider Zytokine stimuliert. Anschließend erfolgte eine RNA-Extraktion, eine
Reverse Transkription und die real-time PCR mit dem entsprechenden Primer/Sonden-
Paar fu¨r EGR1 und das housekeeping-Gen HPRT. Es wurden jeweils Dreifachansa¨tze
durchgefu¨hrt.
TNF (tumor necrosis factor)
Eine U¨berpru¨fung der Genexpression von TNF zeigt im TaqMan (Abbildung 3.31) ein
a¨hnliches Muster wie im Microarray. Eine geringe Genexpression nach IL-6 (ca. 6-fach),
eine relativ starke Genexpression nach PDGF (ca. 31-fach) und eine mittlere Expres-
sion im crosstalk (ca. 12,5-fach). Das Microarrayergebnis zeigt in Abbildung3.23, dass
TNF nach IL-6 ca. 2,5-fach, nach PDGF ca. 11-fach und im crosstalk ungefa¨hr 6-fach
exprimiert wird.
Humane dermale Fibroblasten des Spenders 278 reagieren im Vergleich zu den HDF
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303 insgesamt deutlich schwa¨cher auf die Stimulationen. Nach IL-6 zeigt sich so gut
wie keine Genexpression von TNF. Hier entspricht die Expression mit ca. 2-fach der
Expression der Negativkontrolle. PDGF-stimulierte Zellen erreichen eine Expression
von ca. 4,5-fach und im crosstalk wird ein Wert von ca. 2,5-fach erreicht.
Abbildung 3.31: TaqMan-Ergebnisse: TNF Regulation
Humane dermale Fibroblasten wurden fu¨r 4 h in FKS-freiem Medium kultiviert und an-
schließend fu¨r 1 h mit 20 ng/ml IL-6 und 0,5 µg/ml sIL-6R, 20 ng/ml PDGF-BB oder der
Kombination beider Zytokine stimuliert. Anschließend erfolgte eine RNA-Extraktion, eine
Reverse Transkription und die real-time PCR mit dem entsprechenden Primer/Sonden-
Paar fu¨r TNF und das housekeeping-Gen HPRT. Es wurden jeweils Dreifachansa¨tze durch-
gefu¨hrt.
IL-6 (interleukin 6 )
Im TaqMan zeigt die Genexpression von IL-6 fu¨r die HDF 303 ein a¨hnliches Muster wie
im Microarray. Wie in der Abbildung 3.32 zu sehen, fu¨hrt IL-6-Stimulation zu einer
Expression von ca. 12,5-fach. Nach PDGF-Stimulation steigt die Expression sehr stark
auf einen Wert von ca. 42,5-fach. Im crosstalk betra¨gt diese ca. 10,5-fach. Im Vergleich
zu den HDF 303 reagieren die Zellen des Spenders 278 insgesamt nur sehr schwach
auf die Stimulation. Nach IL-6- und crosstalk -Stimulation wird IL-6 in diesen Zellen
kaum induziert (jeweils ca. 2-fach). Nach PDGF-Stimulation betra¨gt die Expression
ca. 4-fach.
Vergleicht man die TaqMan-Ergebnisse der beiden Spender mit dem Microarrayergeb-
nis von HDF 303, so erkennt man ein etwas abweichendes IL-6-Expressionsmuster.
Das Microarrayergebnis zeigt in Abbildung3.23 eine relativ hohe IL-6-Expression im
crosstalk. In den TaqMan-Experimenten fiel die IL-6-Expression im crosstalk dagegen
deutlich geringer aus.
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Abbildung 3.32: TaqMan-Ergebnisse: IL-6 Regulation
Humane dermale Fibroblasten wurden fu¨r 4 h in FKS-freiem Medium kultiviert und an-
schließend fu¨r 1 h mit 20 ng/ml IL-6 und 0,5 µg/ml sIL-6R, 20 ng/ml PDGF-BB oder der
Kombination beider Zytokine stimuliert. Anschließend erfolgte eine RNA-Extraktion, eine
Reverse Transkription und die real-time PCR mit dem entsprechenden Primer/Sonden-
Paar fu¨r IL-6 und das housekeeping-Gen HPRT. Es wurden jeweils Dreifachansa¨tze durch-
gefu¨hrt.
IL-8 (interleukin 8 )
Fu¨r IL-8 wird mit den HDF 303 ein a¨hnliches Expressionsmuster gefunden wie fu¨r
IL-6 (Abbildung 3.33). Nach Stimulation mit IL-6 fa¨llt die Expression mit ca. 1,5-
fach sehr gering aus. Im crosstalk entspricht sie mit ca. 1-fach der Negativkontrolle.
PDGF-Stimulation fu¨hrt dagegen zu einer Expression von ungefa¨hr 10-fach. Etwas
sta¨rker reagieren die HDF 261 auf die Stimulationen. IL-6 stimulierte Zellen zeigen ei-
ne Expression von ca. 5-fach, PDGF stimulierte ca. 38-fach und mit beiden Zytokinen
stimulierte Zellen ca. 15,5-fach.
Zellen des Spenders 278 zeigen eine mit den HDF 303 vergleichbare Genexpression
von IL-8. Keine Expression nach IL-6 (ca. 1-fach entsprechend der Negativkontrolle),
eine sehr schwache Expression im crosstalk (ca. 2-fach) und eine mit ca. 6-fach etwas
sta¨rkere Expression nach PDGF. Die Ergebnisse der TaqMan-Experimente ko¨nnen
fu¨r IL-8 leider nicht mit den Microarrayergebnissen (Abbildung 3.23) verglichen wer-
den, da im Microarray ausschließlich die PDGF-stimulierte Probe ausgewertet werden
konnte. Fu¨r die anderen Proben konnten keine zuverla¨ssigen Werte ermittelt werden.
Nach PDGF-Stimulation zeigt sich im Microarray eine relativ hohe IL-8-Expression.
Diese findet sich auch in den TaqMan-Ergebnissen wieder.
86
3.6 DNA-Microarray
Abbildung 3.33: TaqMan-Ergebnisse: IL-8 Regulation
Humane dermale Fibroblasten wurden fu¨r 4 h in FKS-freiem Medium kultiviert und an-
schließend fu¨r 1 h mit 20 ng/ml IL-6 und 0,5 µg/ml sIL-6R, 20 ng/ml PDGF-BB oder der
Kombination beider Zytokine stimuliert. Anschließend erfolgte eine RNA-Extraktion, eine
Reverse Transkription und die real-time PCR mit dem entsprechenden Primer/Sonden-
Paar fu¨r IL-8 und das housekeeping-Gen HPRT. Es wurden jeweils Dreifachansa¨tze durch-
gefu¨hrt.
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4 Diskussion
4.1 SOCS3-Phosphorylierung im crosstalk von
IL-6 und PDGF
SOCS3 ist als wichtiger feedback -Inhibitor bekannt, dessen Expression u.a. durch IL-6-
induzierte STAT-Aktivierung in verschiedenen Zellen induziert wird. Es konnte gezeigt
werden, dass SOCS3 nach Stimulation mit IL-2, EPO, PDGF, EGF, und Insulin tyro-
sinphosphoryliert wird. In unserer Arbeitsgruppe konnte Ulrike Sommer zeigen, dass
IL-6-induziertes SOCS3 nach zusa¨tzlicher Stimulation mit PDGF tyrosinphosphory-
liert wird. Die Tyrosinreste (Y204, Y221) in der SOCS-Box wurden als Phosphorylie-
rungsstellen identifiziert.
In der vorliegenden Arbeit wurde nun der crosstalk zwischen Interleukin-6 und Re-
zeptortyrosinkinasen (PDGFR) untersucht. Eine besondere Rolle spielt in diesem Zu-
sammenhang die Phosphorylierung des IL-6-induzierten feedback -Inhibitors SOCS3
durch einen neu entdeckten crosstalk -Mechanismus zwischen IL-6 und PDGF. In
Vorarbeiten von U. Sommer konnte gezeigt werden, dass IL-6 zwar SOCS3 indu-
ziert, dieses aber nicht u¨ber IL-6-abha¨ngige Signalwege phosphoryliert wird. Dage-
gen wird das IL-6-induzierte SOCS3 in NIH 3T3 Fibroblasten nach Stimulation mit
PDGF-AA, PDGF-AB und PDGF-BB stark phosphoryliert. In diesem Zusammen-
hang muß SOCS3 zuna¨chst von IL-6 induziert werden. Ohne IL-6-Stimulation ist we-
der SOCS3 noch phosphoryliertes SOCS3 vorhanden. IL-6-Stimulation alleine bewirkt
keine SOCS3-Phosphorylierung. Dazu ist die zusa¨tzliche Stimulation mit PDGF essen-
tiell, wobei sowohl PDGF-AA, PDGF-AB als auch PDGF-BB dieses crosstalk -Pha¨no-
men hervorrufen. Als Ursache fu¨r diese SOCS3-Phosphorylierung im crosstalk von IL-6
und PDGF konnten MEK, p38, PI3K, Jak und PKC in einem Inhibitor-Experiment
ausgeschlossen werden. Hier konnten die eingesetzten Inhibitoren zwar die Kinasen
MEK, p38, PI3K, Jak und PKC inhibieren, aber nicht die SOCS3-Phosphorylierung im
crosstalk. Die Phosphorylierung von SOCS3 ko¨nnte direkt durch die Rezeptortyrosin-
kinasen oder durch die von diesen aktivierten Src-Kinasen erfolgen. Da Src-defiziente
Zellen im crosstalk von IL-6 und PDGF aber weiterhin SOCS3-Phosphorylierung zei-
gen, scheint die RTK direkt fu¨r dieses Pha¨nomen verantwortlich zu sein.
In prima¨ren humanen dermalen Fibroblasten konnte die SOCS3-Phosphorylierung
nach Stimulation mit IL-6 und PDGF ebenfalls gezeigt werden.
Wenn SOCS3 durch den PDGFR phosphoryliert werden kann, stellt sich die Frage, wie
dies geschieht und ob es eine direkte Interaktion zwischen PDGFR und SOCS3 gibt.
Denkbar wa¨re die Interaktion u¨ber die SH2-Doma¨ne von SOCS3 und ein Phospho-
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tyrosinmotiv des PDGF-Rezeptors. Die SH2-Doma¨ne ist ein strukturell konservierter
Bereich aus ca. 100 Aminosa¨uren, der in zahlreichen intrazellula¨ren Signaltransduk-
tionsproteinen vorkommt und Protein-Protein-Interaktionen vermittelt (Koch et al.,
1991). SH2-Doma¨nen sind aus einem großen β-Faltblatt und zwei flankierenden α-
Helices aufgebaut. Sie erkennen Phosphotyrosinmotive und binden mit hoher Affinita¨t
an die phosphorylierten Tyrosinreste, wobei die flankierenden Aminosa¨uren (AS) des
pY fu¨r die Spezifita¨t der Bindung entscheident sind. Hier sind generell besonders die
C-terminal angrenzenden Aminosa¨urereste der Positionen +1 und +3 (relativ zum
pY) zu nennen (Songyang et al., 1993).
Wie die Kopra¨zipitationsexperimente zeigen, gibt es zumindest in diesem u¨berexpri-
mierten System eine Interaktion zwischen SOCS3 und dem PDGFR. Hierbei kann
SOCS3 sowohl mit dem PDGFRα als auch mit dem PDGFRβ interagieren. U¨ber die
Situation ohne PDGF-Stimulation lassen sich hier keine Schlu¨sse ziehen, da der u¨ber-
exprimierte PDGFR bereits konstitutiv aktiv ist. Dennoch zeigen die Experimente,
dass SOCS3 mit dem phosphorylierten PDGFR kopra¨zipitiert und selbst phosphory-
liert wird.
Zur Identifizierung der genauen SOCS3-Bindungsstelle am PDGFR wurden Peptid-
pra¨zipitationen mit biotinylierten Phosphopeptiden des PDGF-Rezeptors durchgefu¨hrt.
Diese Peptide umfassten sieben wichtige zytoplasmatische Tyrosinmotive des β-Rezep-
tors. Leider ko¨nnen mit dem erzielten Ergebnis keine eindeutigen Aussagen gemacht
werden. Da SOCS3 hauptsa¨chlich mit dem Phosphopeptid, welches pY1009 beeinhal-
tet, pra¨zipitiert wird, scheint es hier die sta¨rkste Interaktion zu geben. Eine weite-
re Interaktion wurde mit dem pY1021 enthaltenden Peptid gefunden. Welche dieser
Interaktionen im physiologischen Kontext eine Rolle spielt, kann mit diesem Experi-
ment nicht ermittelt werden. Die Peptidpra¨zipitation gibt allerdings Anhaltspunkte
fu¨r mo¨gliche SOCS3-Bindungsstellen, die weiter verifiziert werden mu¨ssen.
SOCS3 und SHP-2 binden u¨ber ihre SH2-Doma¨nen an die gleiche Bindungsstelle im
gp130 (pY757) (Schmitz et al., 2000) (Nicholson et al., 2000) (Stahl et al.,1995). In
verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass die Bindungsspezifita¨ten der SH2-Doma¨nen
von SOCS3 und SHP-2 sehr a¨hnlich sind (De Souza et al., 2002) (Ho¨rtner et al., 2002).
Daraus wurde geschlossen, dass es mo¨glicherweise weitere gemeinsame Bindungsstel-
len in anderen Zytokin-Rezeptoren gibt. So wurden SHP-2-Bindungsstellen im Leptin-
und im Erythropoetin(Epo)-Rezeptor auch als SOCS3-Bindungsstellen identifiziert
(Bjorbaek et al., 2000) (Sasaki et al., 2000). Desweiteren wurde auch ein Doppelty-
rosinmotiv im Epo-Rezeptor, welches als SHP-1-Bindungsstelle fungiert, als potente
Bindungsstelle fu¨r SOCS3 entdeckt (Ho¨rtner et al., 2002). In dieser Studie wurden
Sequenzen von Rezeptor-Phosphotyrosinmotiven verglichen, die SOCS3 bekanntlich
rekrutieren ko¨nnen. Dabei zeigte sich, dass die AS-Positionen -2, +1, +3, +4 und +5
zur Interaktion beitragen, die Positionen -2, +1 und +3 jedoch die entscheidenden sind.
Als Konsensussequenz fu¨r die optimale SOCS3-Bindung wurde hier h-X-pY-h/S/T-X-
L/V-h-h (mit h = hydrophober Aminosa¨urerest und X = beliebiger Aminosa¨urerest)
ermittelt.
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Abbildung 4.1: Konsensussequenz fu¨r die Bindung der SH2-Doma¨nen von
SOCS3 und SHP-2
Sequenzvergleich von Phosphotyrosinmotiven u¨ber die SOCS3 an Rezeptoren rekrutiert
werden kann und die daraus resultierende Konsensussequenz mit h = hydrophober Ami-
nosa¨urerest und x = beliebiger Aminosa¨urerest (nach Ho¨rtner et al., 2002 und De Souza
et al., 2002). Ein Einbuchstabencode der AS befindet sich im Anhang.
Bei der hier postulierten SOCS3-Bindungsstelle pY1009 des PDGFRβ handelt es
sich ebenfalls um eine charakterisierte Bindungsstelle von SHP-2. Das eingesetzte bioti-
nylierte Phosphopeptid besitz die AS-Sequenz V-L-pY-T-A-V-Q-P. An der wichtigen
Position -2 befindet sich hier die hydrophobe AS Valin (V). An den Positionen +1
und +3 befinden sich Threonin (T) und Valin (V), die auch in der prognostizierten
Konsensussequenz an diesen Stellen mo¨glich sind. Die Position +2 ist nach Ho¨rtner
et al. variabel oder sollte nach De Souza et al. hydrophob sein. Dazu passt die AS
Alanin (A) im Phosphopeptid pY1009. Glutamin (Q) an Position +4 entspricht als
hydrophile AS nicht der Konsensussequenz, die hier eine hydrophobe AS postuliert.
Allerdings ist diese Position die einzige im Phosphotyrosinmotiv pY1009, die nicht der
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Konsensussequenz entspricht. Das Prolin (P) an Position +5 wurde auch im humanen
Epo-Rezeptor gefunden (siehe Ho¨rtner et al.). Zusammenfassend ko¨nnte es sich beim
pY1009 des PDGFRβ durchaus um eine SOCS3-Bindungsstelle handeln.
Das Phosphotyrosinmotiv um das pY1021 des PDGFRβ besitzt die AS-Sequenz N-
D-pY-I-I-P-L-P. Hier findet man an Position +1 die AS Isoleucin (I), die zusammen
mit Valin und Leucin (L) zu den verzweigtkettigen AS za¨hlt, die gegeneinander aus-
tauschbar sind. Sowohl Valin als auch Leucin wurden bereits an dieser Position von De
Souza et al. vorhergesagt bzw. im murinen Leptin-Rezeptor gefunden (siehe Ho¨rtner
et al.). An Position +2 befindet sich ebenfalls ein Isoleucin und damit eine hydrophobe
AS, wie von De Souza et al. vorgeschlagen oder im humanen Epo-Rezeptor gefunden.
Leucin befindet sich an Position +4 und passt ebenfalls zur Konsensussequenz, die an
dieser Position eine hydrophobe As vorsieht. An Position +5 ist ein Prolin zu finden.
Eine AS, die an dieser Stelle sowohl im humanen Epo-Rezeptor als auch im Tyro-
sinmotiv pY1009 gefunden wurde. Die hier diskutierten AS ko¨nnten die Interaktion
von SOCS3 mit dem pY1021 in der Peptidpra¨zipitation erkla¨ren. Allerdings passen
die wichtigen Positionen -2 und +3 nicht zur prognostizierten Konsensussequenz. Die
AS Asparagin (N) an Position -2 ist nicht hydrophob sondern hydrophil. Prolin an
Position +3 ist ebenfalls nicht hydrophob.
So scheint es sich beim pY1009 eher um die tatsa¨chliche SOCS3-Bindungsstelle am
PDGFRβ zu handeln.
4.2 SOCS3 in der IL-6- und
PDGF-Signaltransduktion und die Bedeutung
des ’crosstalk-Effekts’
Untersuchungen zur physiologischen Konsequenz der SOCS3-Phosphorylierung im Rah-
men des IL-6/PDGF-crosstalk zeigen, dass die Phosphorylierung von IL-6 induziertem
SOCS3 durch PDGF mit einer versta¨rkten STAT1 und STAT3 Aktivierung einhergeht,
wa¨hrend die ERK-Aktivierung kaum beeinflusst wird. Diese erho¨hte STAT Aktivie-
rung wurde sowohl in NIH 3T3, als auch in VSMC und humanen dermalen Fibro-
blasten gefunden. Dieser Effekt auf STAT wurde dann gefunden, wenn die Zellen im
crosstalk 90 min mit IL-6 und 15 min mit PDGF stimuliert worden waren und SOCS3
bereits exprimiert wurde. Die STAT-Phosphorylierung ist im crosstalk von IL-6 und
PDGF sta¨rker, als die Addition der Phosphosignale nach Einzelstimulation. Kurze IL-
6 Stimulationen fu¨hren zu einer STAT Aktivierung in Abwesenheit von SOCS3. Nach
einer IL-6 Stimulation von 90 min wird SOCS3 in der Zelle dagegen bereits gebildet
und kann die STAT-Phosphorylierung abschwa¨chen.
Der ’crosstalk -Effekt’ auf die STAT-Phosphorylierung beruht vermutlich darauf, dass
das IL-6 induzierte und durch den PDGFR phosphorylierte SOCS3 den Jak/STAT-
Signalweg nicht mehr so effizient hemmen kann. Damit fa¨llt die feedback -Inhibition
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in dieser Konstellation schwa¨cher aus und STAT1 und STAT3 werden ungehindert
phosphoryliert. Diese Befunde lassen vermuten, dass in Zellen, die einer sta¨ndigen
Stimulation mit PDGF ausgesetzt sind oder in denen der PDGF-Rezeptor u¨berexpri-
miert wird und/oder konstitutiv aktiv vorliegt, auch die Zytokinsignaltransduktion
durch die versta¨rkte und/oder konstitutive Phosphorylierung des Zytokininhibitors
SOCS3 dysreguliert ist und so wesentlich zu den pathologischen Erscheinungen einer
PDGF U¨berstimulation beitragen ko¨nnte.
In dieser Arbeit konnte mit Hilfe der real-time RT-PCR gezeigt werden, dass im
crosstalk von IL-6 und PDGF deutlich mehr SOCS3 exprimiert wird, als nach IL-
6-Stimulation allein (Abbildung 3.27). Im Western Blot zeigte sich nach crosstalk -
Stimulation allerdings eine erho¨hte STAT-Phosphorylierung. Wie ist diese vor dem
Hintergrund der erho¨hten SOCS3-Expression im crosstalk zu erkla¨ren?
Im crosstalk von IL-6 und PDGF wird IL-6 induziertes SOCS3 phosphoryliert. Was
mit diesem phosphorylierten SOCS3 im crosstalk geschieht, ist noch unklar. Haan et
al. konnten in ihren Studien zeigen, dass u¨berexprimiertes SOCS3, welches an den bei-
den Tyrosinen Y204 und Y221 in der SOCS-Box phosphoryliert ist, eine verringerte
Halblebenszeit besitzt (Haan et al., 2003). Die Phosphorylierung von SOCS3 reduzier-
te die Interaktion mit Elongin C, einer Kompenente des E3 Ubiqitin-Ligase-Komplex.
U¨bereinstimmend damit fanden Sommer et al. eine Stabilisierung von endogenem
phosphoryliertem SOCS3 bei Anwesenheit des Proteasomeninhibitors MG132 (Som-
mer et al., 2005). Dies deutet an, dass SOCS3 nach Phosphorylierung versta¨rkt u¨ber
Proteasomen abgebaut wird.
Mo¨glicherweise kann das phosphorylierte SOCS3 außerdem Interaktionen mit weiteren
Proteinen eingehen und ko¨nnte dadurch vor dem Abbau geschu¨tzt sein. Cacalano et al.
fanden z.B., dass phosphoryliertes SOCS3 an p120RasGAP bindet (Cacalano, Sanden
und Johnston, 2001). In unseren Koimmunpra¨zipitationen wurde neben dem PDG-
FR ebenfalls noch ein weiteres von uns noch nicht identifiziertes Protein mit SOCS3
pra¨zipitiert. Hier ko¨nnte es sich um einen weiteren Interaktionspartner von phospho-
ryliertem SOCS3 handeln. Dieses phosphorylierte SOCS3 stu¨nde aufgrund seiner Bin-
dung an Interaktionspartner nicht mehr fu¨r die Inhibierung des IL-6-Signalweges zur
Verfu¨gung.
Vermutlich wird nicht das gesamte phosphorylierte SOCS3 Interaktionen mit anderen
Proteinen eingehen. Denkbar wa¨re, dass ein Teil des phosphorylierten SOCS3 u¨ber den
von Haan et al. beschriebenen Weg degradiert wird. Mo¨glicherweise, um u¨berschu¨ssiges
phosphoryliertes SOCS3 aus der Zelle zu entfernen.
Der beschriebene ’crosstalk -Effekt’ auf die STAT-Phosphorylierung bezieht sich auf
den IL-6-Signalweg. Außerdem ist SOCS3 als feedback -Inhibitor der Janus-Kinasen
im IL-6-Signaling gut charakterisiert. Aber gibt es auch Auswirkungen von SOCS3
auf die Signaltransduktion von PDGF? Bisher wurde berichtet, dass in Zellen, die
SOCS3 konstitutiv stabil exprimieren, die Tyrosinphosphorylierung von SOCS3 eine
PDGF-initiierte ERK-Aktivierung versta¨rkt (Cacalano, Sanden und Johnston, 2001).
Vergleichende Studien in den entsprechenden parentalen Zellen fehlen jedoch.
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Im Rahmen dieses Projekts wurden parentale NIH 3T3 und NIH 3T3 Fibroblasten, die
SOCS3 stabil exprimieren neben IL-6 mit PDGF stimuliert und die PDGF-vermittelte
Signaltransduktion untersucht.
Die parentalen NIH 3T3 Zellen reagierten wie erwartet mit einer starken STAT3-
und STAT1-Phosphorylierung und einer schwachen ERK-Aktivierung. In den sta-
bilen NIH 3T3 SOCS3 Zellen zeigten sich deutlich reduzierte Phosphosignale fu¨r
STAT3 und STAT1. Auch auf eine PDGF-Stimulation reagierten die parentalen NIH
3T3 Zellen wie erwartet mit einer starken Phosphorylierung von PDGFR, PLCγ,
Akt und ERK1/2. STAT3 und STAT1 wurden schwach phosphoryliert. In den sta-
bilen NIH 3T3 SOCS3 Zellen fu¨hrte die PDGF-Stimulation zu einer starken SOCS3-
Phosphorylierung. Außerdem zeigten sich alle untersuchten Signalmoleku¨le beeinflusst.
Die schwache STAT3- und STAT1-Phosphorylierung wurde in diesen Zellen komplett
inhibiert. Der PDGFR, PLCγ, Akt und ERK1/2 zeigten ebenfalls schwa¨chere Phos-
phosignale in Anwesenheit von u¨berexprimiertem SOCS3.
Dieses Experiment deutet auf eine Beeinflussung der PDGF-Signaltransduktion durch
SOCS3. Allerdings wurde SOCS3 in den stabilen NIH 3T3 SOCS3 Zellen sehr stark
u¨berexprimiert. Diese Proteinmengen sind nicht mit dem endogenen IL-6-induzierten
SOCS3 vergleichbar.
Deshalb wurde ein ’physiologischeres’ stabiles System generiert, in dem SOCS3 in-
duzierbar und damit regulierbar exprimiert wird. Es handelt sich um stabile Flp-In
T-REx 293 Zellen, die N-TAP oder TAP-SOCS3 induzierbar exprimieren und au-
ßerdem den PDGFRβ konstitutiv exprimieren. Die Funktionalita¨t des TAP-SOCS3-
Fusionsproteins wurde im Reportergenassay verifiziert. Diese Zellen zeigen durch eine
unvollsta¨ndige Repression des Promotors auch im uninduzierten Zustand eine gerin-
ge basale Proteinexpression (N-TAP bzw. TAP-SOCS3). In unserem Zusammenhang
ist diese Tatsache sogar von Vorteil, denn die konstitutiv gebildete Menge an SOCS3
befindet sich weit unter der Proteinmenge von u¨berexprimiertem SOCS3. So befin-
den wir uns na¨her an den tatsa¨chlich in der Zelle vorkommenden Mengen an SOCS3.
Die Flp-In T-REx 293 N-TAP Zellen reagierten wie erwartet auf die Stimulation mit
PDGF. PDGFR, PLCγ und ERK1/2 wurden phosphoryliert. Die Aktivierung dieser
Signalmoleku¨le war in den uninduzierten Flp-In T-REx 293 TAP-SOCS3 Zellen nach
PDGF-Stimulation gleich stark. Auch nach Induktion von TAP-SOCS3 durch Doxy-
zyklin konnten keine schwa¨cheren Phosphosignale nach PDGF detektiert werden. Die
vorhandenen SOCS3-Mengen reichten allerdings aus, um die IL-6-Signaltransduktion
in bekannter Weise zu inhibieren. Die PDGF-Signaltransduktion wurde hier allerdings
nicht durch SOCS3 beeinflusst.
94
4.3 Auswirkungen des IL-6/PDGF-crosstalk auf das biologische Verhalten von Zellen
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Migration
Migrationsexperimente wurden in modifizierten Boyden-Kammern mit Fibronektin-
beschichteten Transwells durchgefu¨hrt. In einem ersten Experiment, zeigte sich be-
reits ein positiver Effekt von Fibronektin auf die Migration von Zellen. Dieser positive
Effekt war unabha¨ngig von der Stimulation. Sowohl unstimulierte als auch IL-6- und
PDGF-stimulierte TUR Zellen zeigten in Anwesenheit von Fibronektin eine ho¨here Mi-
gration. Dieser Effekt beruht vermutlich darauf, dass die ausgesa¨ten Zellen mit ihren
Integrinrezeptoren spezifisch und reversibel an das Matrixprotein Fibronektin binden.
Solche Zell-Matrix Interaktionen haben ebenso wie Zell-Zell Interaktionen nicht nur
Funktionen in der Stabilisation der Zellstruktur, sondern auch regulatorischen Einfluss
auf die Signaltransduktion. Kommt es zum Kontakt zwischen der Extrazellula¨rmatrix
(ECM) und den Integrinrezeptoren, werden diese aktiviert und rekrutieren verschie-
dene Adapter- und Signalmoleku¨le. Die Adaptorproteine Talin, Paxilin und Vinculin
stellen eine Verbindung zum Zytoskelett her. Außerdem wird neben anderen Protein-
Tyrosinkinasen die focal adhesion kinase (FAK) an den Integrinrezeptor rekrutiert und
aktiviert. Diese aktiviert daraufhin die MAPK-Kaskade. Sowohl die Umstrukturierung
des Zytoskeletts als auch die ERK-Aktivierung ko¨nnen hier zu einer gesteigerten Mi-
gration beitragen. Die Beschichtung mit Komponenten der EMC und die folgende
Interaktion zwischen ECM, Integrin und Zytoskelett erho¨ht die ’Bereitschaft’ der Zel-
len zu migrieren.
Aktivatoren der Zellwanderung stimulieren Signaltransduktionskaskaden, die die
Umstrukturierung des Zytoskeletts fo¨rdern, die Adha¨sion der Zelle an die Matrix
vera¨ndern und Motorproteine aktivieren.
In den durchgefu¨hrten Experimenten fu¨hrte sowohl IL-6 als auch PDGF zur Migration
von TUR Zellen. Wobei die Antwort der Zellen relativ schwach ausfiel und vermutlich
nicht durch Chemokine induziert wurde.
Es wurde gezeigt, dass IL-6 sowohl die Expression als auch die Sekretion der klas-
sischen Chemokine MCP-1 und IL-8 induziert und es sich bei der IL-6-vermittelten
Zellwanderung deshalb um einen indirekten Effekt handeln ko¨nnte (Kaplanski et al.,
2003) (Odemis et al., 2002). Die Migration von Zellen nach Stimulation mit IL-6 wurde
in unserer Arbeitsgruppe von Thomas Clahsen genauer untersucht. Hier konnte ge-
zeigt werden, dass IL-6 die Zellwanderung von Zellen direkt auslo¨sen kann. Sowohl in
TUR Zellen als auch in prima¨ren humanen CD14+-Monozyten konnte eine Chemota-
xis durch IL-6 induzieren werden. Eine Interaktion zwischen Integrin und Fibronektin
erwies sich hier als essentiell. Bei den Untersuchungen zeigte sich außerdem, dass IL-6
die ß1-Integrin Untereinheit und die FAK aktiviert (Clahsen und Schaper, 2008).
PDGF fo¨rdert die Migration von Zellen hauptsa¨chlich u¨ber die Aktivierung von PLCγ,
PI3K und ERK1/2. Aber auch hier spielt die FAK eine wichtige Rolle. Sieg et al.
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konnten zeigen, dass die FAK die Signale von Wachstumsfaktoren und Integrinen zu-
sammenfu¨gt (Sieg et al., 2000).
Im crosstalk von IL-6 und PDGF zeigten die TUR Zellen eine verminderte Migrati-
on. U¨ber die Ursachen la¨sst sich hier nur spekulieren. Im Microarray mit den HDF
fa¨llt beispielsweise das Gen MMP3 auf, welches die Matrixmetallopeptidase 3 kodiert.
Dieses wird nach IL-6 und etwas sta¨rker nach PDGF induziert. Im crosstalk ist die
Genexpression allerdings drastisch reduziert. MMP-3 geho¨rt zur Familie der Matrix-
metalloproteinasen, die Komponenten der ECM abbauen und daher eine wichtige Rolle
im dynamischen Prozess der Zellwanderung spielen. Falls MMP3 in TUR Zellen a¨hn-
lich reguliert wird, ko¨nnte die verminderte Expression dieses Enzyms eine mo¨gliche
Ursache fu¨r die reduzierte Migration sein. Die Genexpression von SOCS3 und SOCS1
war im Microarray nach crosstalk -Stimulation in HDF deutlich erho¨ht. Fu¨r SOCS gibt
es Hinweise auf eine Interaktion mit der FAK. Sowohl SOCS1 als auch SOCS3 ko¨nnen
demnach mit der phosphorylierten FAK interagieren und deren Kinaseaktivita¨t in
vitro und deren Phosphorylierung in vivo hemmen (Liu et al., 2003). Hier wurde au-
ßerdem eine SOCS-Box abha¨ngige Ubiquitinierung der FAK und Degradierung u¨ber
Proteasomen nachgewiesen. Auf diesem Weg inhibierte SOCS3 die FAK-induzierte
ERK-Aktivierung und letztendlich die Migration. Ein solcher Mechanismus wa¨re auch
als Erkla¨rung fu¨r die reduzierte Migration der TUR Zellen im crosstalk denkbar. Aller-
dings ist hier zu beachten, dass es sich um einen anderen Zelltyp und daher eventuell
abweichende Regulationsmechanismen handelt.
In den Migrationsexperimenten mit VSMC wurde ebenfalls Fibronektin eingesetzt.
Die Vernetzung der Integrinrezeptoren ist fu¨r die Adha¨sion der VSMC an die Matrix
unerla¨sslich und aktiviert promigratorische intrazellula¨re Signalkaskaden von außen
nach innen (Nelson et al., 1996).
Migration von glatten Muskelzellen erfolgt im Ko¨rper wa¨hrend der Entwicklung neu-
er Gefa¨ße, als Antwort auf eine Gefa¨ßverletzung oder bei der Atherogenese. Bei der
Atherogenese handelt es sich um ein inflammatorisches Geschehen, welches ebenfalls
als Antwort auf eine Verletzung verstanden werden kann. Nach Scha¨digung des vas-
kula¨ren Endothels kommt es zur Ausbildung eines arteriosklerotischen Plaques. Dieser
besteht aus inflammatorischen Zellen (T-Zellen, zu Schaumzellen differenzierten Ma-
krophagen), vaskula¨ren glatten Muskelzellen (VSMCs) sowie Extrazellula¨rmatrixpro-
teinen, Lipoproteinen und Zelltru¨mmern.
Bei der Artheriosklerose ist das IL-6 Level in der Wand der Artherien erho¨ht. Die
VSMC, die bei dieser Krankheit von Bedeutung sind, ko¨nnen durch IL-6 zur Zellwan-
derung stimuliert werden (Wang und Newman, 2003). Hier induziert IL-6 die Aktinp-
olymerisation und die Phosphorylierung von FAK und Paxilin. Das im Rahmen dieser
Arbeit durchgefu¨hrte Migrationsexperiment mit VSMC zeigt nach IL-6-Stimulation
allerdings kaum Migration. Im Gegensatz dazu wurde eine sehr starke Zellwanderung
durch PDGF-BB initiiert.
In Studien mit PDGFR knockout Ma¨usen konnte gezeigt werden, dass PDGF die
Vorla¨ufer glatter Muskelzellen zur Zellwanderung und Bildung von Blutgefa¨ßen akti-
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vieren kann (Hellstrom et al., 1999). PDGF kann die Migration von VSMC direkt und
indirekt u¨ber die Synthese anderer Zytokine und Wachstumsfaktoren (EGF, FGF-2)
stimulieren (Marmur et al., 1992) (Pintucci et al., 2005).
Wa¨hrend der Migration ist die Aktinpolymerisation, die Lo¨slo¨sung der fokalen Adha¨si-
on und die Zugkra¨fte durch das Motorprotein Myosin II bedeutend. An der Aktinpo-
lymerisation sind viele Aktin-bindende Proteine beteiligt, die u¨ber Ca2+ und PIP2
reguliert werden. Ca2+ Level, Hydrolyse von PIP2 und Aktivierung von ERK1/2
ko¨nnen durch den PDGFRβ u¨ber PI3K und PLCγ reguliert werden. Fu¨r die Che-
motaxis von Zellen spielt neben PI3K die Src-Kinase eine wichtige Rolle. Src wird
durch PDGF ebenfalls aktiviert, was wa¨hrend der Migration zur Aktivierung von
ERK, FAK, p130cas und Paxilin fu¨hrt.
Wurden die VSMC mit IL-6 und PDGF stimuliert, zeigten sie eine sehr starke Zell-
wanderung. Hier konnte kein Unterschied zur Migration der VSMC nach Einzelstimu-
lation mit PDGF festgestellt werden. Da die VSMC in diesem Migrationsexperiment
kaum mit Zellwanderung auf IL-6 reagierten, la¨sst sich vermuten, dass die Migration
im crosstalk allein auf PDGF beruht. Hier konnte weder ein positiver noch negativer
crosstalk -Effekt auf die Migration festgestellt werden. Diese Tatsache bedeutet aller-
dings nicht, dass der crosstalk zwischen IL-6 und PDGF wa¨hrend der Artheriosklerose
keine Rolle spielt.
Im Bezug auf die Migration kann im Rahmen des crosstalk auch die Rolle von STAT3
diskutiert werden. In humanen Krebszellen wurde gefunden, dass aktiviertes STAT3
die Expression der Matrixmetalloproteinasen MMP1, MMP2 und MMP10 induzieren
und so die Migration fo¨rdern kann (Xie et al., 2004) (Itoh et al., 2000). Außerdem
kann phosphoryliertes STAT3 mit der phosphorylierten FAK und Paxilin interagieren
und die Dephosphorylierung des Adapterproteins p130cas bewirken (Silver et al., 2004)
(Jia et al., 2005) (Kira et al., 2002). Ng et al. entdeckten eine Rolle von unphosphory-
liertem STAT3 in der Migration. Dieses kann mit dem Mikrotubuli destabilisierenden
Faktor Stathmin interagieren. Dadurch wird die Interaktion von Stathmin mit Tubulin
aufgehoben und der Mikrotubuli-Aufbau gefo¨rdert (Ng et al., 2006).
Ob nun die erho¨hte STAT3-Phosphorylierung wa¨hrend des crosstalk -Effekt die Migra-
tion fo¨rdert, oder eine reduzierte STAT3-Aktivierung durch erho¨hte SOCS3-Level im
crosstalk die Migration hemmt, mu¨ßte genauer untersucht werden.
Proliferation
In den Proliferationsassays reagierten NIH 3T3 und VSMC sowohl nach IL-6- als
auch nach PDGF-Stimulation mit einer erho¨hten Zellteilungsrate, wobei PDGF bei
der Induktion der Proliferation in beiden Zelllinien potenter war. Im crosstalk fiel die
Proliferation deutlich niedriger aus als nach IL-6.
VSMC, die Zellen der medialen Schicht der Blutgefa¨ße, sind normalerweise quieszent
und wachstumsinhibiert in der G0/G1-Phase des Zellzyklus. An Orten der Gefa¨ßver-
letzung oder Gefa¨ßneubildung werden Wachstumsfaktoren wie PDGF oder Zytokine
wie IL-6 freigesetzt, die die VSMC aktivieren. Dabei ist PDGF ein besonders starkes
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Mitogen. Die stimulierten Zellen gehen von einem quieszenten kontraktilen in einen
hyperproliferativen Pha¨notyp u¨ber. Es kommt zur Aktivierung der Cyclin-abha¨ngigen
Kinasen (CDKs), Hyperphosphorylierung des Retinoblastom-Proteins (pRb) und zur
DNA-Synthese. Fu¨r die Aktivierung der CDKs ist ein koordiniertes Zusammenspiel
mit den spezifischen Cyclinen entscheident. Fu¨r den U¨bergang von der G1 zur S-Phase
sind besonders die Komplexe aus CDK4/6-Cyclin D und CDK2-Cyclin E essentiell.
Reguliert werden die CDKs u¨ber verschiedene CDK-Inhibitoren der Cip/Kip- und der
INK4-Familie. Die Cip/Kip Familie, die p21WAF1/CIP1, p27KIP1 und p57KIP2 beinhal-
tet, inhibiert CDK4, CDK6 und CDK2. Die Inhibitoren p16INK4a, p15INK4b, p18INK4c
und p19INK4d der INK4-Familie inhibieren CDK4 und CDK6.
PDGF aktiviert u¨ber den Ras/Raf-Signalweg die MAPK ERK, JNK und p38, wobei
sich ERK in verschiedenen Studien als Haupteffektor fu¨r die Proliferation erwiesen hat.
Transkriptionsfaktoren wie c-fos, c-myc und c-jun werden aktiviert. C-fos und c-jun bil-
den zusammen den dimeren Transkriptionsfaktor AP-1 (Activator Protein 1 ) und in-
duzieren u.a. das Zielgen Cyclin D1. Mitogene Faktoren regulieren außerdem die CDK-
Inhibitoren herunter. Dies wurden beispielsweise fu¨r p27KIP1 nach PDGF-Stimulation
gezeigt (Sakakibara et al., 2005). Die CDK4/6-Cyclin D und CDK2-Cyclin E Kom-
plexe hyperphosphorylieren daraufhin den Tumorsuppressor pRb, welcher den Tran-
skriptionsfaktor E2F entla¨sst. Es kommt zur Transkription von S-Phase Genen wie
z.B. Cyclin E, Cyclin A, PCNA (proliferating cell nuclear antigen), DNA-Polymerase
und c-myc.
Neben Wachstumsfaktoren wie PDGF ko¨nnen auch Zytokine wie IL-6 Zellteilung
und U¨berleben regulieren. IL-6 kann sowohl den ERK MAPK Signalweg, als auch
STAT3 aktivieren. STAT3 ist essentiell fu¨r die gp130-induzierte Proliferation einer
IL-3-abha¨ngigen pro-B Zelllinie (BAF/B03) (Fukada et al., 1996). Hier spielt STAT3
beim gp130 vermittelten U¨bergang der Zelle von der G1 in die S Phase des Zellzyklus
und beim Induzieren von antiapoptotischen Proteinen wie Bcl-2 eine bedeutende Rol-
le.
Andererseits wurde gefunden, dass das Tyrosin 759 von gp130, welches fu¨r die Phos-
phorylierung von SHP-2 und Aktivierung der MAP Kinase ERK beno¨tigt wird, essen-
tiell fu¨r den U¨bergang von der S zur G2/M-Phase des Zellzyklus ist. Demnach spielen
fu¨r das gp130-vermittelte Zellwachstum wahrscheinlich beide Signalwege eine Rolle.
Einer fu¨r das Fortschreiten im Zellzyklus und der andere fu¨r das U¨berleben der Zelle
(Fukada et al., 1996). Hinweise, dass STAT3-Aktivierung zur Induktion von Cyclin
D2, Cyclin D3, Cyclin A und cdc25A fu¨hrt und p21WAF1/CIP1 und p27 herunter re-
guliert, gibt es ebenfalls aus BAF/B03 Zellen (Fukada et al., 1998).
Nach IL-6-Stimulation wird außerdem das STAT3 Zielgen c-myc induziert. c-Myc ist
ein bedeutender Regulator des Zellwachstums, der das Fortschreiten von der G1 zur
S Phase im Zellzyklus (Henriksson und Lu¨scher, 1996) und die Induktion von cdc25A
(Galaktionov et al., 1996) bewirkt. Neben c-myc wurden die Protoonkogene Pim-1 und
Pim-2 als gp 130-vermittelte STAT3 Zielgene identifiziert (Shirogane et al., 1999). Die
Serin/Threonin Kinase Pim-1 phosphoryliert und aktiviert die G1-spezifische Phos-
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phatase Cdc25A.
Neben der Proliferation und dem U¨berleben von Zellen kann IL-6 auch die Diffe-
renzieung von Zellen steuern. Dazu werden die Zellen zuna¨chst in der G1 Phase des
Zellzyklus arretiert. In diesem Zusammenhang wurden erho¨hte Proteinmengen der
CDK-Inhibitoren p19INK4d und p21WAF1/CIP1 gefunden.
4.4 Einfluss des IL-6/PDGF-crosstalk auf die
Genexpression
An dieser Stelle ko¨nnen nur einige wenige Gene hervorgehoben werden, da der Mi-
croarray eine sehr große Menge an Daten hervorgebracht hat und viele davon noch zu
verifizieren sind.
4.4.1 Chemokine
Im Array fiel die Gruppe der Chemokine auf. Chemokine sind chemotaktische Zyto-
kine, die als kleine Signalproteine bei Zellen eine Wanderungsbewegung (Chemotaxis)
auslo¨sen. Die Zellen bewegen sich dabei entlang eines Konzentrationsgradienten zum
Ort der ho¨chsten Chemokinkonzentration. Chemokine spielen eine zentrale Rolle bei
der Migration von Immunzellen im Gewebe und bei deren Auswanderung aus dem
Blut. Manche Chemokine wirken zusa¨tzlich aktivierend auf Immunzellen, und einige
sind an der Organentwicklung und der Angiogenese beteiligt. Chemokine werden von
Immunzellen und vielen Gewebezellen produziert und entfalten ihre Wirkung nach
Bindung an Chemokinrezeptoren (G-Protein gekoppelte Rezeptoren mit 7 Transmem-
brandoma¨nen), die im Immunsystem weit verbreitet sind. Aus der Anzahl und Position
der Cysteinreste am Amino-Terminus leitet sich die systematische Nomenklatur der
Chemokine ab. Vier Unterfamilien lassen sich so unterscheiden: die CC-, CXC-, CX3C-
und XC-Chemokine (Zlotnik et al., 2000).
Neben offensichtlichen Funktionen im Immunsystem, gibt es außerdem Hinweise, dass
Chemokine bei der Krebsentstehung und Metastasierung involviert sind (Mu¨ller et
al., 2001) (Zlotnik, 2006). Einerseits aktivieren Chemokine das Immunsystem entarte-
te Zellen zu beka¨mpfen, andererseits ko¨nnen sie Metastasierung und Angiogenese und
damit das Fortschreiten des Tumors fo¨rdern (Ben-Baruch, 2006).
Im durchgefu¨hrten Microarray wurden besonders die Chemokine CCL2, CCL7, CX-
CL10 und IL-8 reguliert. Hier fiel mit Ausnahme von IL-8 besonders die erho¨hte Ex-
pression im crosstalk auf.
Neben dem Chemokin CCL2, welches auch als MCP-1 (monocyte chemotactic protein
1 ) bezeichnet wird, und CCL7, welches als monocyte-specific chemokine 3 (MCP3)
spezifisch die Chemotaxis von Monozyten induziert, wirkt auch CXCL10 u.a. auf Mo-
nozyten.
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Die Genexpression von IL-8 wurde mit Hilfe der real-time RT-PCR verifiziert (Abbil-
dung 3.33). Hier zeigte sich, dass IL-8 in HDFs nach IL-6-Stimualtion nur schwach,
nach PDGF-Stimulation jedoch stark exprimiert wird. Im crosstalk von IL-6 und
PDGF war die Genexpression im Vergleich zur Expression nach PDGF-Stimulation
stark reduziert.
Interleukin 8 (CXCL8) ist einer der Hauptmediatoren der Immunantwort. Es veran-
lasst neutrophile Granulozyten aus dem Blutkreislauf in die umgebenden Gewebe ein-
zuwandern und Antigene zu phagozytieren. Endothelzellen, Makrophagen, Mastzellen
und Keratinozyten reagieren ebenfalls auf IL-8. Neben seiner Funktion als Chemoat-
traktant ist IL-8 ein potenter angiogener und mitogener Faktor. Diese Eigenschaften
wurden im Zusammenhang mit Wachstum und Metastasierung von Tumoren wie z.B.
dem Pankreasadenokarzinom oder Lungenkrebs diskutiert (Xie et al., 2001) (Yuan et
al., 2005).
GRO1 zeigte im Microarray ein a¨hnliches Expressionsmuster wie IL-8 in der real-time
RT-PCR. Die Genexpression von GRO1 wurde allerdings noch nicht verifiziert. GRO1
wird auch als CXCL1 oder GRO1 Onkogen bezeichnet. Es wirkt chemotaktisch auf
Neutrophile und ist an Entzu¨ndungen, Angiogenese, Wundheilung und Tumorgenese
beteiligt (Devalaraja et al., 2000) (Haghnegahdar et al., 2000) (Owen et al., 1997).
Prozesse, bei denen auch PDGF eine große Rolle spielt.
Aus diesen Daten ergibt sich die Frage, ob es im crosstalk von IL-6 und PDGF zu einer
versta¨rkten Rekrutierung von Monozyten kommt und die Rekrutierung von Neutro-
philen verringert ist. Dieser Zusammenhang mu¨sste nach Verifizierung der Genexpres-
sionen na¨her untersucht werden.
Die vielfa¨ltigen Funktionen der in diesem Rahmen gefundenen Chemokine machen ei-
ne klare Aussage u¨ber positive oder negative Effekte des crosstalk zur Zeit unmo¨glich.
Die Auswirkungen der Regulation der einzelnen Faktoren mu¨ßte nun in anschließen-
den Studien na¨her untersucht werden. Im physiologischen Kontext ist allerdings das
Zusammenspiel der verschiedenen Chemokine entscheident.
4.4.2 Zytokine
A¨hnlich wie IL-8 wurden im Array die Zytokine IL-6 und TNF exprimiert. Nach IL-
6-Stimulation zeigten die HDFs eine geringe und nach PDGF eine starke Expression,
die im crosstalk deutlich reduziert war. Diese Daten konnten mit Hilfe der real-time
RT-PCR mit verschiedenen Spendern verifiziert werden.
Der Tumornekrosefaktor (TNF) ist ein vielseitiges pro-inflammatorisches Zytokin,
welches an lokalen und systemischen Entzu¨ndungen beteiligt ist und die klassischen
Entzu¨ndungssymptome calor, dolor, rubor und tumor (nach Cornelius Celsus um 25
v. Chr.) hervorruft. TNF wir hauptsa¨chlich von Makrophagen, aber auch von Lym-
phozyten, Mastzellen, Endothelzellen, Herzmuskelzellen, Fibroblasten und neurona-
lem Gewebe gebildet. Es induziert u¨ber seine beiden Rezeptoren TNF-Rezeptor 1
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und TNF-Rezeptor 2 verschiedene Signalwege, die einerseits apoptotische, andererseits
anti-apoptotische und proliferierende Wirkung haben. Die Aktivierung des nuklea¨ren
Transkriptionsfaktors NF-κB fu¨hrt zur Proliferation von Zellen, zur Zytokinprodukti-
on und zur Hemmung des programmierten Zelltodes. Die Aktivierung von JNK fu¨hrt
zur Differenzierung und Proliferation von Zellen und wirkt eher apoptotisch. Außer-
dem ist der TNFR1 in der Lage, u¨ber seine intrazellula¨ren death domains (DD) Ef-
fektormoleku¨le zu rekrutieren, die eine Caspase-Kaskade initieren und letztendlich zur
Apoptose fu¨hren.
In diesem Zusammenhang soll auch auf das Adha¨sionsprotein ICAM1 (Inter-Cellular
Adhesion Molecule 1 ) hingewiesen werden. ICAM1 wurde im Microarray nach crosstalk -
Stimulation sta¨rker exprimiert. Es handelt sich um ein Zelladha¨sionsmoleku¨l fu¨r die
Interaktion zwischen zwei Zellen. Die Bindung erfolgt u¨ber Integrine. In der Membran
unstimulierter Zellen ist eher wenig ICAM1 vorhanden. Durch Stimulation mit IL-1
und TNFα wird die Expression jedoch deutlich gesteigert. Aber auch Fibroblasten ex-
primieren ICAM1 und interagieren daru¨ber mit T-Zellen (Sung et al., 1992) (Musso et
al., 1999). Auf diese Weise beinflussen sich die beteiligten Zellen gegenseitig. Es wurde
z.B. gezeigt, dass Fibroblasten durch diese Adha¨sion die Expression von inflammato-
rischen Zytokinen wie IL-6 erho¨hen.
Die hier gezeigten Microarraydaten spiegeln unmittelbare crosstalk -Effekte auf die
Genexpression wider. Bei der beschriebenen erho¨hten IL-6-Expression nach der Zell-
Zell-Interaktion u¨ber ICAM1 ko¨nnte es sich um einen Effekt handeln, der erst spa¨ter
greift.
4.4.3 Transkriptionsfaktoren
Neben der Genexpression von Chemokinen und Zytokinen wurde auch die Gene-
pression einiger Transkriptionsfaktoren analysiert. EGR1 wurde im Array nach IL-6-
Stimualtion schwach und nach PDGF und im crosstalk stark exprimiert. Eine a¨hnliche
Tendenz zeigte sich auch bei den TaqMan-Experimenten mit verschiedenen Spendern.
EGR1 (Early Growth Response Protein 1 ) ist ein nuklea¨res Zink-Finger Protein, wel-
ches als Transktiptionsregulator wirkt. EGR1 wird durch Wachstumsfaktoren und Zy-
tokine u¨ber die verschiedenen MAPK-Kaskaden (ERK, JNK und p38) als immediate
early gene induziert. Es reguliert u¨ber seine Zielgene, zu denen auch PDGF-A (Kha-
chigian et al., 1995) (Silverman et al., 1997) und PDGF-B (Khachigian et al., 1996)
za¨hlen, Wachstum und Differenzierung von Zellen. Da einige dieser Genprodukte auch
ihrerseits die Expression von Egr-1 stimulieren (wie hier z.B. PDGF-BB), sind autokri-
ne und parakrine Schleifen mo¨glich. In MEF Zellen ohne EGR1 wurde eine reduzierte
Expression von p53, p21WAF1/CIP1 und anderen p53 ’Markerproteinen’ gefunden. Hier
wurde EGR1 als gatekeeper identifiziert, der Seneszenz und Zellwachstum reguliert
(Krones-Herzig et al., 2003). Andererseits wird ein Zusammenhang zwischen hoher
EGR1-Expression und entzu¨ndlichen Erkrankungen wie Rheumatoide Arthritis und
Arteriosklerose diskutiert (Alexander et al., 2002) (Rupp und Maass, 2003) (Stoyanova
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et al., 2001). Da EGR1 u¨ber MAPK induziert wird, passt das hier gefundene Gen-
expressionsmuster zur ERK1/2-Aktivierung in crosstalk -Experimenten. Im crosstalk
entsprach die ERK1/2-Aktivierung der ERK1/2-Aktivierung nach PDGF-Stimulation.
IRF-1 wurde sowohl im Array als auch in der verifizierenden real-time RT-PCR im
crosstalk sta¨rker exprimiert. Da IRF-1 STAT1-abha¨ngig induziert wird, passen diese
Daten zu den Western Blots der crosstalk -Experimente, in denen eine erho¨hte STAT1-
Phosphorylierung gefunden wurde (Abbildung 3.19). IRF(Interferon (IFN) regulatory
factor)s sind Transkriptionsfaktoren, die durch Viren-, Bakterien- oder Interferon-
induzierte Signalwege aktiviert werden und damit eine wichtige Aufgabe in der anti-
viralen Verteidigung, der Imunantwort, dem Zellwachstum und der Apoptose spielen.
Bis heute sind zehn Faktoren dieser Familie bekannt (IRF-1 bis IRF-10). IRF-1 fun-
giert als Transkriptionsfaktor fu¨r Zielgene von IFN. Die Expression von IRF-1 wird
als Antwort auf Viren, dsRNA, Interferone, Zytokine wie IL-1, IL-6, TNF, PDGF
und CSF induziert (Miyamoto et al., 1988) (Fujita et al., 1989) (Abdollahi et al.,
1991) (Kroger et al., 2002). Eine U¨berexpression von IRF-1 wirkt antiproliferativ und
kann zu Apoptose fu¨hren (Kirchhoff, Schaper und Hauser, 1993) (Kirchhoff und Hau-
ser, 1999). Desweiteren kooperiert IRF-1 als Reaktion auf DNA-Scha¨den mit p53 und
induziert p21WAF1/CIP1. In verschiedenen Transformationsstudien wurden außerdem
tumorsuppressive Eigenschaften von IRF-1 diskutiert (Tanaka et al., 1994) (Kirchhoff
und Hauser, 1999). Hier revertiert die Expression von IRF-1 die onkogene Transfor-
mation von Zellen.
Außerdem fallen in Microarray neben den bereits beschriebenen Transkriptionsfakto-
ren Jun, Fos und ATF3 auf. Alle drei werden im crosstalk sta¨rker exprimiert. Sie bilden
durch Homo- (Jun/Jun; ATF/ATF) oder Heterodimerisierung (Jun/Fos; Jun/ATF)
das Aktivatorprotein 1 (AP-1). AP-1 Transkriptionsfaktoren ko¨nnen Proliferation, Dif-
ferenzierung und Apoptose je nach Zusammensetzung, Zelltyp und zellula¨rem Kontext
sowohl positiv als auch negativ regulieren.
In diesem Kontext kann auch die Mitogen-aktivierte Protein Kinase Kinase Kina-
se 8 (MAP3K8) genannt werden, die innerhalb der Aktivierungskaskade oberhalb
der Transkriptionsfaktoren wirkt und im crosstalk ebenfalls stark exprimiert wurde.
MAP3K8 ist eine Mitogen-aktivierte Serin/Threonin-Kinase, die u¨ber verschiedene
MAPK-Kaskaden simultan die MAP Kinasen ERK1/ERK2, JNK, p38, und ERK5
aktiviert. In Folge dessen werden Transkriptionsfaktoren wie AP-1, NFAT, NF-κB,
CREB und E2F aktiviert, die das onkogene Potential der MAP3K8 erkla¨ren. Zel-
len mit erho¨hter MAP3K8-Aktivita¨t werden aktiviert und zur Proliferation angeregt
(Gandara et al., 2003).
Zusammenfassend scheinen Transkriptionsfaktoren im crosstalk tendenziell sta¨rker
exprimiert zu werden. Hierzu passt auch die erho¨hte STAT3-Phosphorylierung im
crosstalk -Experiment (Abbildung 3.19) und die im Array erho¨hte Genexpression des
anti-apoptotischen MCL1 (myeloid cell leukemia sequence 1 ) als Antwort darauf.
MCL1 wird nach IL-6-Stimulation u¨ber STAT3 aktiviert (Isomoto et al., 2005) (Brocke-
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Heidrich et al., 2006).
4.4.4 SOCS
Als wichtige Modulatoren sind sowohl im Zusammenhang mit dem Microarray als auch
im Rahmen der ganzen Arbeit die SOCS-Proteine zu nennen. Sowohl SOCS1 als auch
SOCS3 werden im crosstalk mehr als additiv exprimiert. Da die SOCS-Gene STAT-
reguliert sind, passen diese Daten zur erho¨hten STAT-Phosphorylierung im crosstalk.
SOCS3 wird im crosstalk nicht nur versta¨rkt exprimiert, sondern auch phosphoryliert
(siehe Abbildung 3.20).
Im Zusammenhang mit SOCS soll an dieser Stelle auch auf das Protoonkogen PIM1
hingewiesen werden, welches im Array nach crosstalk -Stimulation ebenfalls sta¨rker in-
duziert wurde als nach Einzelstimulation. Hier handelt es sich um eine Serin/Threonin-
Kinase, die Proliferation und U¨berleben positiv reguliert (siehe auch Proliferationsas-
says). Dies geschieht vermutlich unter anderem u¨ber die Aktivierung des c-myc Signal-
wegs (Mochizuki et al., 1999). Eine erho¨hte PIM1-Expression wurde im Zusammen-
hang mit Prostatakrebs und Leuka¨mien gefunden (Ragoussis et al., 1992) (Amson,
1989).
Als Substrat von PIM1 wurde auch SOCS1 gefunden. Chen et al. postulieren, dass
SOCS1 durch PIM1 Serin-phosphoryliert wird, sich die Halblebenszeit von SOCS1
dadurch verla¨ngert und sich der inhibitorische Effekt auf die Jak/STAT-Aktivierung
potenziert (Chen et al., 2002).
Dies widerspricht der hier gefundenen versta¨rkten Expression von STAT-regulierten
Genen (IRF-1, MCL1, SOCS3) sowie der versta¨rkten STAT1- und STAT3-Phosphory-
lierung im crosstalk. Allerdings ist noch nicht bekannt, ob SOCS1 im crosstalk Serin-
phosphoryliert wird. Das sollte na¨her untersucht werden.
4.4.5 COX-2
Die Cyclooxygenase-2 (COX-2), auch Prostaglandinsynthase-2 (PGHS-2) genannt,
wurde im Microarray nach Il-6-Stimulation schwach und nach PDGF-Stimulation stark
exprimiert (Abbildung 3.23). Im crosstalk war die Genexpression im Vergleich zu den
PDGF-stimulierten HDFs stark reduziert. In der real-time RT-PCR war dieser Effekt
weniger stark ausgepra¨gt (Abbildung 3.29). Der Spender HDF 261 zeigte sogar eine im
Vergleich zu PDGF leicht erho¨hte Genexpression im crosstalk. COX-2 oxidiert mehr-
fach ungesa¨ttigte Fettsa¨uren, insbesondere Arachidonsa¨ure, zu Prostaglandin H2. Im
Gegensatz zu COX-1, die in vielen Zellen konstitutiv exprimiert wird, kann die Expres-
sion von COX-2 bei Verletzungen und Entzu¨ndungen durch Zytokine und Mitogene
induziert werden. Glucocorticoide und anti-inflammatorische Zytokine hemmen da-
gegen die Expression. Generell geho¨ren die gebildeten Prostaglandine zu einer sehr
wirkungsvollen Gruppe von Gewebshormonen, die u.a. Entzu¨ndungen, Schmerzreak-
tionen und die Kontraktion glatter Muskulatur beeinflussen.
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COX-2 wird aber auch in einer Vielzahl von malignen Tumoren exprimiert. Die durch
COX-2 im Tumorgewebe gebildeten Prostaglandine, insbesondere PGE2, ko¨nnen so-
wohl die Tumorzellen (Proliferation, Hemmung der Apoptose) als auch das Tumor-
stroma (Angiogenese, Immunsuppression usw.) in vielfa¨ltiger Weise beeinflussen.
4.4.6 Allgemeines zum Microarray
Insgesamt zeigen sich im Microarray viele interessante Gene, die im crosstalk spezi-
fisch reguliert werden. Viele dieser Gene stehen im direkten Zusammenhang mit der
Immunantwort. Im Kontext mit einigen entzu¨ndlichen Erkrankungen wurden die hier
untersuchten Gene bereits identifiziert. Entweder eher als IL-6- oder eher als PDGF-
Zielgene. Im Zusammenspiel von Zytokin und Wachstumsfaktor kann die Regulation
allerdings ganz anders aussehen. So werden Zielgene versta¨rkt oder vermindert ex-
primiert, was sich entweder positiv oder negativ auf die Zelle bzw. die assoziierte
Krankheit auswirken kann.
Einige der hier gefundenen Gene weisen auch auf ein mo¨glicherweise interessantes Zu-
sammenspiel zwischen IL-6 und PDGF bei der Krebsentstehung und Metastasierung
hin. Als Beispiele ko¨nnen hier die Transkriptionsfaktoren und Protoonkogene (Abbil-
dung 3.23) genannt werden.
Da es sich bei diesem Array um einen immunologisch orientierten Microarray handelt,
wurden mo¨glicherweise wichtige Gene u¨bersehen, die bei der Karzinogenese eine Rolle
spielen ko¨nnten. Andererseits zeigt sich, dass es viele Gene gibt, die sowohl bei der
Immunantwort als auch im Kontext der Krebsentstehung eine Rolle spielen. Vor die-
sem Hintergrund ist der crosstalk von Il-6 und PDGF besonders spannend.
Außerdem ko¨nnen die hier untersuchten Gene bzw. deren Produkte nicht isoliert be-
trachtet werden. Ha¨ufig gibt es direkte oder indirekte Wechselwirkungen. Einige Gen-
produkte bewirken ihrerseits wieder eine ganze Kaskade von Reaktionen. Als Beispiel
sind hier die Transkriptionsfaktoren zu nennen, deren Zielgene den crosstalk noch
komplexer und komplizierter machen.
Die Analyse der Genexpression erfolgte nach einer Stimulationszeit von einer Stunde
um direkte crosstalk -Pha¨nomene zu untersuchen. Wie die Regulation dieser Gene im
weiteren Zeitverlauf aussehen wird, ist noch unklar und ko¨nnte in weiteren Studien
untersucht werden.
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Die vorliegende Arbeit wirft einige interessante Fragen hinsichtlich der SOCS3/PDGF-
R-Interaktion und den Auswirkungen des crosstalk -Effekts auf und kann als Ausgangs-
punkt fu¨r weitere Studien genutzt werden. In diesem Abschnitt sind die aufgetretenen
Fragen und Ansatzpunkte fu¨r mo¨gliche Folgeuntersuchungen kurz zusammengefasst.
In Koimmunpra¨zipitationen konnte eine Interaktion zwischen SOCS3 und den PDGF-
Rezeptoren α und β gezeigt werden. Weitere Ko-IPs ko¨nnten mit SOCS3- und PDGFR-
Mutanten durchgefu¨hrt werden, um die genaue SOCS3-Rekrutierungsstelle zu iden-
tifizieren. Dies wu¨rde außerdem kla¨ren, ob eine SOCS3-Rekrutierungsstelle fu¨r die
SOCS3-Phosphorylierung im crosstalk u¨berhaupt no¨tig ist. Mit Hilfe von Mutanten
der SH2-, KIR-, und SOCS-Box-Doma¨ne von SOCS3 ko¨nnte untersucht werden, welche
Doma¨ne fu¨r die Rekrutierung an den Rezeptor und welche fu¨r die Phosphorylierung
no¨tig ist.
Das Tyrosinmotiv pY1009 des PDGFRβ wurde in der Peptidpra¨zipitation als mo¨gliche
Bindungsstelle fu¨r SOCS3 identifiziert. Mit der PDGFRβ Mutante F1009 ko¨nnte die
Bedeutung dieser Position fu¨r die SOCS3-Bindung genauer analysiert werden. Dabei
ko¨nnte u¨berpru¨ft werden, ob die Phosphorylierung des Tyrosinmotivs pY1009 fu¨r die
Interaktion essentiell ist.
Mit den stabilen Flip In 293 MCSFR/PDGFRβ wt und F1009 ko¨nnte außerdem ein
crosstalk -Experiment mit IL-6 und MCSF durchgefu¨hrt werden. In diesem Zusam-
menhang mu¨sste die SOCS3-Phosphorylierung und der crosstalk -Effekt auf die STAT-
Phosphorylierung u¨berpru¨ft werden.
Nachdem fu¨r einige Gene des Microarray die Expression analysiert und verifiziert
worden war, stellte sich die Frage, wie die Regulation eines Gens im crosstalk erfolgt.
Wird ein Gen im crosstalk eher u¨ber einen IL-6- oder eher u¨ber einen PDGF-Signalweg
induziert? Spielen dabei eher STAT1 und STAT3, eher ERK1/2 oder andere Signalmo-
leku¨le eine Rolle? Nachdem sich der crosstalk -Effekt auf die STAT-Phosphorylierung
bereits in der Genexpression von IRF widergespiegelt hat, ko¨nnte der ’crosstalk -Effekt’
auf weitere STAT-regulierte Gene untersucht werden.
Um der Beantwortung dieser Fragen na¨her zu kommen, wurden Experimente mit
siRNAs geplant. Nach Unterdru¨ckung der STAT1- und STAT3-Expression durch SMART-
pool siRNA sollte die Genexpression in den humanen dermalen Fibroblasten erneut
untersucht werden. In einem ersten Experiment wurde dafu¨r zuna¨chst die Funktio-
nalita¨t der siRNAs u¨berpru¨ft. Dazu wurden HDFs mit siRNA gegen STAT1, siRNA
gegen STAT3 oder der Kombination transfiziert. Die Proteinexpression wurde im We-
stern Blot u¨berpru¨ft. Neben STAT1 und STAT3 wurde ERK1/2 als unabha¨ngige Kon-
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trolle detektiert. Die Proteinexpression von ERK1/2 sollte von der STAT-spezifischen
siRNA nicht beeinflusst werden.
In den Zelllysaten der untransfizierten Zellen findet man die ’normale’ endogene Pro-
teinmenge an STAT1, STAT3 und ERK1/2 (Abbildung 5.1). Zellen, die mit siRNA
gegen STAT1 transfiziert wurden, zeigen eine deutlich reduzierte Proteinexpression
von STAT1. Sowohl ERK1/2 als auch STAT3 sind unbeeinflusst. Hier entspricht die
Proteinexpression dem untransfizierten Zustand.
Mit siRNA gegen STAT3 transfizierte Zellen zeigen kaum noch STAT3 Protein im
Western Blot. Hier ist die Proteinexpression durch die siRNA fast vollsta¨ndig unter-
dru¨ckt. Die u¨brigen Proteine scheinen in ihrer Expression nicht beeinflusst zu sein.
Zellen, die sowohl mit siRNA gegen STAT1 als auch mit siRNA gegen STAT3 trans-
fiziert wurden, zeigen fu¨r beide Proteine eine deutlich reduzierte Expression. ERK1/2
ist trotz siRNAs detektierbar. Die hier verwendeten siRNAs scheinen demnach auch
in Kombination voll funktionsfa¨hig zu sein.
Abbildung 5.1: Funktionalita¨tskontrolle der siRNA gegen STAT1 und STAT3
HDF 303 wurden mit 75 nM SMARTpool siRNA fu¨r STAT1, STAT3 oder STAT1 und
STAT3 transfiziert. Außerdem wurden sie zur Kontrolle untransfiziert belassen (-). Nach
48 h wurden die Zellen lysiert und die TCL nach SDS-PAGE und Western Blot mit STAT1-
und STAT3-spezifischen Antiko¨rpern auf die Proteinmenge von STAT1 und STAT3 u¨ber-
pru¨ft. Als unabha¨ngige Kontrolle erfolgte die Detektion von ERK1/2.
Reportgenassays ko¨nnten ebenfalls dazu beitragen die Regulation der verschiedenen
Gene im crosstalk zu analysieren. Mit verschiedenen Reportergenkonstrukten ko¨nnte
der Einfluss von STAT1, STAT3 oder ERK1/2-induzierten Transkriptionsfaktoren auf
die Genexpression untersucht werden.
Ferner sollten die Microarrayergebnisse fu¨r weitere Gene sowohl mit dem Spender
HDF 303 als auch mit weiteren Spendern mit Hilfe der real-time RT-PCR verifi-
ziert werden. Anschließend ko¨nnten einige der Genprodukte im crosstalk von IL-6
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und PDGF genauer untersucht werden. So ko¨nnte beispielsweise die Expression und
die Funktionalita¨t der Chemokine in Migrationsassays u¨berpru¨ft werden. Neutrophile
ko¨nnten durch das Chemokin IL-8, welches nach PDGF-Stimulation in U¨bersta¨nden
von HDFs zu finden ist, zur Chemotaxis angeregt werden. Im crosstalk wa¨re hier auf-
grund der verringerten IL-8 Genexpression eine reduzierte Chemotaxis zu erwarten.
Migrationsexperimente sollten mit sensitiveren Auswertungsverfahren insbesondere
mit den VSMC wiederholt werden. Hier sollten anstelle dem Ausza¨hlen von Gesichtsfel-
dern am Mikroskop spezielle Kits zur genaueren Quantifizierung der migrierten Zellen
verwendet werden. Als Alternative zu den durchgefu¨hrten Proliferations- und Migra-
tionsassays ko¨nnten Survivalassays als biologisches read out des crosstalk verwendet
werden. Hier wird das U¨berleben von Zellen z.B. nach Bestrahlung mit UV-Licht
analysiert. In diesem Zusammenhang wurden bereits anti-apoptotische Effekte von
PDGF-BB in VSMC gefunden und untersucht (Vantler et al., 2005).
In Koimmunpra¨zipitationen mit SOCS3 wurde neben dem PDGFR bereits eine
weitere von uns noch nicht identifizierte Proteinbande gefunden. Dieses kopra¨zipitierte
Protein sollte mit Hilfe der 2D-MS identifiziert werden. Zu kla¨ren wa¨re, ob dieses
Protein zum IL-6- oder zum PDGF-Signalweg geho¨rt. Mit Hilfe der Tandem Affinity
Purification (TAP) ko¨nnten weitere Interaktionspartner von SOCS3 gefunden werden.
Konstrukte, die das entsprechende TAP-SOCS3 Fusionsprotein kodieren, existieren
bereits. Ebenso stabile Flp-In T-REx 293 TAP-SOCS3 Zellen. Bei dieser Methode
wird das Fusionsprotein in einem ersten Aufreinigungsschritt an IgG-gekoppelte Beads
gebunden. Diese Interaktion erfolgt u¨ber das Protein A des TAP-tags. Nach einem
Waschschritt erfolgt dann die Elution des Fusionsproteins. Dazu wird der a¨ußere Teil
des Fusionsproteins, das Protein A, mit Hilfe der TEV Protease abgetrennt. In einem
zweiten Aufreinigungsschritt wird das Eluat mit Calmodulin-gekoppelten Beads in
Anwesenheit von Ca2+ inkubiert. Die Interaktion des Fusionsproteins erfolgt jetzt
u¨ber das Calmodulin bindende Peptid. Nach erneutem Waschen wird das Protein
und eventuell vorhandene Interaktionspartner mit EGTA (ethylene glycol tetraacetic
acid) eluiert. Anschließend kann eine Analyse mit Hilfe der SDS-PAGE oder eine
Identifizierung mittels Massenspektrometrie erfolgen.
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Die Erforschung der molekularen Mechanismen, die zur Entartung und gesteigerten
Proliferation von Zellen fu¨hren und so an der Onkogenese beteilt sind, ist von essenti-
eller Bedeutung fu¨r die Entwicklung neuer Krebstherapien. Fu¨r eine gezielte Interven-
tion mu¨ssen die beteiligten Signalwege identifiziert und ihre Dysregulation verstanden
sein. Sowohl fu¨r IL-6-Typ Zytokine als auch fu¨r den Wachstumsfaktor PDGF gibt es
Hinweise auf eine Rolle bei der Pathogenese verschiedener Krebsarten (z.B. Multiples
Myelom, Prostatakarzinom).
Weiterhin haben IL-6 und PDGF auch bei Entzu¨ndungsprozessen eine wichtige Be-
deutung (z.B. Rheumatoide Arthritis, mesangioproliferative Glomerulonephritis, Ar-
teriosklerose).
In der vorliegenden Arbeit wurde ein crosstalk -Mechanismus zwischen IL-6 und
PDGF, der zur Phosphorylierung des IL-6-induzierten feedback -Inhibitors SOCS3 fu¨hrt,
genauer untersucht. So wurde in verschiedenen Zelllinien und prima¨ren Zellen gezeigt,
dass dieser crosstalk -Mechanismus zur einer versta¨rkten STAT1- und STAT3-Phospho-
rylierung fu¨hrt. Ein Einfluss auf die ERK1/2-Aktivierung wurde nicht gefunden. Ver-
schiedene Experimente, bei denen u.a. mehrere Kinaseinhibitoren eingesetzt wurden,
weisen darauf hin, dass die SOCS3-Phosphorylierung im crosstalk direkt durch die
Kinase des PDGF Rezeptors erfolgen ko¨nnte und nicht durch weiter unten im Signal-
weg befindliche Kinasen.
In Koimmunpra¨zipitationen konnte eine Interaktion zwischen SOCS3 und den bei-
den PDGF-Rezeptoren α und β gefunden werden. Zur genaueren Untersuchung die-
ser Interaktion wurden Peptidpra¨zipitationen mit biotinylierten Phosphopeptiden des
PDGFRβ und SOCS3 durchgefu¨hrt. Die Ergebnisse dieser Experimente waren nicht
eindeutig. Allerdings zeigten sich Pra¨ferenzen fu¨r die Bindung von SOCS3 an die Phos-
photyrosinmotive pY1009 und pY1021. Die Aminosa¨uresequenz V-L-pY-T-A-V-Q-P
des Phosphotyrosinmotiv pY1009 entspricht der von Ho¨rtner et al. prognostizierten
Konsensussequenz h-X-pY-h/S/T-X-L/V-h-h fu¨r die Bindung der SH2-Doma¨ne von
SOCS3.
SOCS3 ist als Negativregulator des IL-6-Signalweges bekannt. Auf die direkten
hier untersuchten Signalmoleku¨le des PDGFR nahm SOCS3 im Rahmen dieser Ar-
beit allerdings keinen negativ regulatorischen Einfluss. Physiologische SOCS3-Mengen
vera¨nderten die Aktivierung der Signalmoleku¨le PLCγ, ERK1/2 und Akt nach PDGF-
Stimulation nicht.
In dieser Arbeit wurde außerdem die Migration und die Proliferation von Zellen
als biologisches read out im crosstalk untersucht. Migrationsexperimente in modifi-
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zierten Boyden-Kammern zeigten, dass sowohl IL-6 als auch PDGF die Migration
von TUR Zellen und VSMC initiieren. Dabei migrierten besonders die VSMC nach
PDGF- sta¨rker als nach IL-6-Stimulation. Im crosstalk war die Migration der TUR
Zellen im Vergleich zur PDGF-Stimulation scheinbar reduziert. VSMC zeigten dage-
gen sowohl nach PDGF-Stimulation als auch im crosstalk eine sehr starke Migration.
Ein eventueller Unterschied war hier schwer zu evaluieren.
In Experimenten mit dem Thymidin-Analogon BrdU zeigte sich, dass sowohl IL-6
als auch PDGF in NIH 3T3 und VSMC die Proliferation fo¨rdern, PDGF dabei aber
potenter ist. Bei gleichzeitiger Stimulation mit IL-6 und PDGF war die Proliferation
der NIH 3T3 und VSMC im Vergleich zu PDGF-behandelten Zellen reduziert.
Um die Genexpression im crosstalk von IL-6 und PDGF genauer zu analysieren und
Anhaltspunkte auf in diesem Zusammenhang interessante Gene und Genprodukte zu
bekommen, wurde ein PIQORTM Immunology Microarray durchgefu¨hrt. Dazu wurden
prima¨re humane dermale Fibroblasten (HDFs) verwendet. Die Microarrayergebnisse
zeigten zahlreiche Gene, die im crosstalk hoch oder herunter reguliert wurden. Darun-
ter befinden sind zahlreiche Chemokine und Transkriptionsfaktoren. Die Expression
einiger interessanter Gene wurden mit Hilfe der real-time RT-PCR validiert und die
Ergebnisse von HDFs verschiedener Spender miteinander verglichen.
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Abku¨rzungsverzeichnis
a antisense
Abb. Abbildung
Akt AKR thymoma oncogene homolog
α2M α2-Makroglobulin
Ak Antiko¨rper
ADP Adenosindiphosphat
AS Aminosa¨ure
ATCC American Type Culture Collection
ATP Adenosintriphosphat
β-Gal β-Galactosidase
bp Basenpaare
BrdU 5-Bromo-2’-deoxyuridin
BSA bovines Serumalbumin
BSF-2 B-Zell-stimulierender Faktor-2
c copy
CD cluster of differentiation
CIS cytokine inducible SH2-containing protein
CLC cardiotrophin-like cytokine
CLF cytokine-like factor
CMV Cytomegalie-Virus
CNTF ciliary neurotrophic factor
COX Cyclooxygenase
Crk proto-oncogene of CT10 regulator of kinase
CT-1 cardiotrophin-1
DMEM Dulbecco´s Modified Eagle Serum
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA desoxyribonucleic acid
dNTP Desoxynukleosidtriphosphat
129
ds doppelstra¨ngig
DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
E Extinktion
E. coli Escherichia coli
ECL enhanced chemoluminescence
EDTA ethylenediamine-tetraacetic acid
EGF epidermal growth factor
EGR early growth response
EPO Erythropoetin
ER Endoplasmatisches Retikulum
ERK extracellular signal regulated kinase
ESS Extended SH2 Subdomain
EtOH Ethanol
FACS fluorescence-activated cell sorting
FAK focal adhesion kinase
FAM 6-Carboxyfluorescein
FITC Fluoreszeinisothiocyanat
FKS fo¨tales Ka¨lberserum
FSC forward scatter
Gab Grb2-associated binder
GCSF Granulocyte colony-stimulating factor
GDP Guanosindiphosphat
gp Glykoprotein
Grb growth factor receptor bound protein
GTP Guanosintriphosphat
h Stunde
HPRT Hypoxanthin-Phosphoribosyltransferase
HRP horseradish peroxidase
ICAM-1 intercellular adhesion-molecule-1
IFN Interferon
Ig Immunglobulin
IL Interleukin
130
IP Immunpra¨zipitation
IRF interferon regulatory factor
IRS Insulin-Rezeptor-Substrat
Jak Januskinase
JH Jak homolgy
kb Kilobasen
kDa Kilodalton
KIR kinase inhibitory region
l Liter
LB Luria-Bertani-Medium
LIF leukemia inhibitory factor
LPS Lipopolysaccharid
Luc Luziferase
M Molar
mA Milliampere
µ mikro-
MAPK mitogen activated kinase
MEK MAP/ERK Kinase
min Minute
ml Milliliter
mM Millimolar
mRNA messanger RNA
ng Nanogramm
nm Nanometer
OD optische Dichte
ONPG O-Nitrophenyl-β-D-galactopyranosid
OSM oncostatin M
PAA Polyacrylamid
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PBS phosphate buffered saline
PCR polymerase chain reaction
PDGF platelet derived growth factor
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PEG Polyethylenglykol
PIAS Protein Inhibitor of Activated STAT
PI3K Phosphatidylinositol 3 Kinase
PKB Proteinkinase B
PKC Proteinkinase C
PLC Phospholipase
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid
PTP Phosphotyrosinphosphatase
PVDF Polyvinylidendifluorid
pY Phosphotyrosinrest
R Rezeptor
Raf Ras associated factor
Ras rat sarcoma viral oncogene homolog
RasGAP Ras-GTPase activating protein
Rbx ring box protein
RNA ribonucleic acid
RNase Ribonuklease
rpm rounds per minute, Umdrehungen pro min
RT Raumtemperatur
RTK Rezeptortyrosinkinase
s sense
ss einzelstra¨ngig
SDS sodium-dodecylsulfate
sec Sekunde
SH Src Homologie-Doma¨ne
Shc SH2-/CH-Doma¨nen enthaltendes Protein
SHP SH2-Doma¨nen-enthaltende Tyrosinphosphatase
siRNA small interfering RNA
SOCS suppressor of cytokine signalling
SOS son of sevenless
SSC side scatter
Src v-Src sarcoma (Schmidt-Ruppin A-2) viral oncogene homolog/Rous
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STAT signal transducer and activator of transcription
SV40 Simian Virus 40
TAP tandem affinity purification
TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer
Taq Thermophilus aquaticus
TEV tobacco etch virus
TF Transkriptionsfaktoren
TNFα Tumor-Nekrose-Faktorα
Tris Tris(hydroxy)aminomethan
TYK Tyrosinkinase
U unit
UV Ultraviolett
v/v Volumenverha¨ltnis volume/volume
VHL von Hippel Lindau
w/v Gewichtsverha¨ltnis weight/volume
WB Western Blot
Wt Wildtyp
ZBM zytokinbindendes Modul
Einbuchstabencode fu¨r Aminosa¨uren
A Alanin
C Cystein
D Asparaginsa¨ure
E Glutaminsa¨ure
F Phenylalanin
G Glycin
H Histidin
I Isoleucin
K Lysin
L Leucin
M Methionin
N Asparagin
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P Prolin
Q Glutamin
R Arginin
S Serin
T Threonin
V Valin
W Tryptophan
Y Tyrosin
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